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Ο καφές είναι ένα δημοφιλές ρόφημα ανά τον κόσμο λόγω των 
χαρακτηριστικών οργανοληπτικών στοιχείων του, όπως η γεύση και το άρωμα. Το 
ρόφημα προέρχεται από τους κόκκους του φυτού Coffea και σαν φυτικό προϊόν 
περιέχει πληθώρα βιοδραστικών συστατικών όπως η καφεΐνη, οι πολυφαινόλες και 
άλλα. Οι κόκκοι του φυτού Coffea υφίστανται επεξεργασία και καβούρδισμα πριν τη 
χρήση για την παραγωγή του ροφήματος, γεγονός που είναι πιθανόν να οδηγήσει σε 
αλλαγή των ιδιοτήτων των βιοδραστικών συστατικών. Επομένως, ο καφές έχει 
στρέψει το επιστημονικό ενδιαφέρον πάνω του και ως αποτέλεσμα έχουν 
πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες με σκοπό την διερεύνηση των ιδιοτήτων του σε 
διάφορες παθολογικές καταστάσεις. Υπάρχουν κάποια ενθαρρυντικά αποτελέσματα, 
αλλά εφόσον δεν υπάρχουν πληροφορίες σχετικά με τον μοριακό μηχανισμό δράσης, 
δεν είναι εύκολο να πραγματοποιηθούν στοχευμένες μελέτες. Για το λόγο αυτό, στη 
συγκεκριμένη εργασία εξετάστηκαν εννέα δείγματα καφέ εκ των οποίων τρεις 
πράσινοι και έξι αντίστοιχοι καβουρδισμένοι. Χορηγήθηκαν μη κυτταροτοξικές 
συγκεντρώσεις τους σε κυτταρική σειρά ενδοθηλιακών κυττάρων για να διαπιστωθεί 
η επίδραση που έχουν σε ορισμένους δείκτες οξειδωτικού στρες (οξείδωση λιπιδίων 
και πρωτεϊνών). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, τα εκχυλίσματα καφέ οδήγησαν σε 
μείωση της παρατηρούμενης οξείδωσης σε κάποιες περιπτώσεις και ειδικά στο 
εκχύλισμα από ελαφρά καβουρδισμένους κόκκους. Ακόμα, παρουσιάστηκε 
ικανότητα αναστολής της ρίζας υδροξυλίου η οποία μειώθηκε από το καβούρδισμα 
ενώ τέλος, το ελαφρά καβουρδισμένο εκχύλισμα επέδειξε ικανότητα επαγωγής 
επιπέδων αντιοξειδωτικών ενζύμων-στόχων του Nrf2 στα ενδοθηλιακά κύτταρα, 
δίνοντας έτσι στοιχεία για τον πιθανό μοριακό μηχανισμό δράσης του καφέ.
Περίληψη
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Abstract
Coffee is a popular beverage around the world due to its organoleptic 
properties such as flavor and aroma. It is a brewed drink prepared from roasted coffee 
beans, which deriving from the Coffea spp plant. As a plant derivative, coffee 
contains an abundance of bioactive compounds such as caffeine, polyphenols and 
other molecules some of which undergo changes during the procedure of roasting. 
Since it is so widely consumed, it has attracted scientific interest and several studies 
have been conducted in order to investigate its properties in various pathological 
conditions. Encouraging results have been found, but due to the fact that there is no 
information concerning its molecular mechanism of action, targeted studies are 
difficult to be conducted. Therefore, in this study, nine coffee samples were 
examined, three of which are derived from green coffee beans and the remaining six 
from roasted beans. Non-cytotoxic concentrations were administered in an endothelial 
cell line in order to determine their effect on oxidation markers (lipid peroxidation 
and protein carbonylation). According to the results, coffee extracts resulted in 
slightly lower levels of cellular macromolecule oxidation in some cases, especially in 
the less roasted Brazil sample. In addition, hydroxyl radical scavenging potential was 
exhibited by all extracts, which however was roasting dependent, as the green extracts 
displayed higher activity. Finally, the less roasted sample caused an upregulation in 
certain antioxidant-related Nrf2 induced proteins, shedding light on coffee’s potential 
molecular mechanism of action.
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1. Εισαγσγή
1.1 Ελεύθερες ρίζες
Ελεύθερη ρίζα είναι οποιοδήποτε άτομο, μόριο ή ιόν, που διαθέτει τουλάχιστον 
ένα ασύζευτκο ηλεκτρόνιο στην εξωτερική στιβάδα, είναι ικανό για ανεξάρτητη 
ύπαρξη και συμμετέχει πολύ εύκολα σε αντιδράσεις οξειδοαναγωγής με γειτονικά 
μόρια. (1. Halliwell B, Gutteridge JMC. Free radicals in biology and medicine. 4th. 
Oxford, UK: Clarendon Press; 2007)
Όταν ένα η περισσότερα ηλεκτρόνια, ιδιαίτερα αυτά που βρίσκονται στα 
εξωτερικά τροχιακά του ατόμου , είναι ασύζευκτα, τότε το μόριο γίνεται ασταθές, 
εμφανίζοντας μεγαλύτερη ενεργειακή κατάσταση, με αποτέλεσμα να είναι πιο 
δραστικό από άλλα μόρια. Ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο έχει τεράστια έλξη στα 
ηλεκτρόνια γειτονικών ατόμων, με συνέπεια την πρόκληση χημικών αντιδράσεων 
μεταξύ ατόμων ή μορίων, κατά τις οποίες έχουμε μεταφορά ηλεκτρονίων και 
μεταβολή του αριθμού οξείδωσης των ατόμων των στοιχείων που συμμετέχουν 
(οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις ). Για παράδειγμα ελεύθερες ρίζες σχηματίζονται 
όταν διασπάται ένας ομοιοπολικός δεσμός και ένα ηλεκτρόνιο παραμένει με κάθε 
νεοσχηματισμένη χημική οντότητα. Οι ελεύθερες ρίζες είναι πολύ δραστικές, λόγω 
της παρουσίας ασύζευκτων ηλεκτρονίων και τείνουν να "αποσπάσουν " ηλεκτρόνια 
από γειτονικά μόρια . Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να αντιδρούν είτε μεταξύ τους είτε 
με διαφορά άλλα μόρια τα οποία δεν είναι ρίζες. Όταν αντιδρούν μεταξύ τους 
οδηγούν στην παραγωγή μιας μη ρίζας. Η μη ριζά αυτή συνήθως είναι λιγότερο 
δραστική από εκείνες που οδήγησαν στην παραγωγή της. Όταν οι ελεύθερες ρίζες 
αντιδρούν με μια μη ριζά, όπως είναι τα περισσότερα βιομόρια (DNA, λιπίδια, 
πρωτεΐνες), παράγονται νέες ρίζες οι όποιες στην συνέχεια μπορούν να αντιδράσουν 
με αλλά μόρια και να οδηγήσουν στην παραγωγή νέων ριζών. Η διαδικασία αυτή 
μπορεί να συνεχιστεί αλυσιδωτά με δυσμενείς συνέπειες για τον οργανισμό.
Ο χρόνος ημιζωής τους είναι πολύ μικρός, καθώς κυμαίνεται από χιλιοστά του 
δευτερολέπτου έως νανοδευτερόλεπτα. Οι ελεύθερες ρίζες παράγονται από μια 
μεταφορά ηλεκτρόνιου που απαιτεί υψηλή κατανάλωση ενέργειας (Cheeseman & 
Slater, 1993).
Υπάρχουν διάφοροι τύποι ελεύθερων ριζών. Οι πλέον σημαντικές 
ελεύθερες ρίζες είναι μοριακά είδη με κέντρο το οξυγόνο και μερικές φορές το άζωτο 
(Sengupta et al. 2004; Pani et al. 2010; AICR 2007).
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Δραστικές μορφές οξυγόνου είναι χημικά δραστικές ουσίες που περιέχουν 
οξυγόνο. Ωστόσο, δεν αποτελούν όλες οι ROS ελεύθερες ρίζες. Οι ευεργετικές 
δράσεις των ROS παρατηρούνται σε χαμηλές ή μέτριες συγκεντρώσεις και αφορούν 
σε φυσιολογικές διαδικασίες όπως στην κυτταρική απόκριση στο στρες, στη 
μεταγωγή σήματος, στην κυτταρική διαφοροποίηση, στη μεταγραφή γονιδίων, στον 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό, στη φλεγμονή, στην απόπτωση, στη φαγοκυττάρωση 
κυττάρων του ανοσοποιητικού και στη σηματοδότηση για την πήξη του αίματος 
(Παπαγαλάνης, 2014).
Όλες οι ROS έχουν κοινή ικανότητα να αποσπούν ένα ηλεκτρόνιο από ένα 
μόριο στόχο και αυτό χημικά ονομάζεται οξείδωση. Επομένως, οι ROS προκαλούν 
οξείδωση και γι’ αυτό δρουν ως οξειδωτικά, ενώ οι ίδιες υφίστανται αναγωγή. 
Αποτελούνται από τα ενδιάμεσα προϊόντα ατελούς αναγωγής του οξυγόνου.
Χαρακτηριστικά παραδείγματα τέτοιων ελευθέρων ριζών είναι η ρίζα του 
σουπεροξειδίου (O2^ ), του υδροξυλίου (HO·), του αλκοξυλίου (RO·) και του 
υδροπεροξυλίου (ΗΟ2·). Ωστόσο, στις ROS εντάσσονται και μη ριζικά παράγωγα 
του οξυγόνου όπως είναι το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H20 2) οι ρίζες 
τριχλωρομεθυλίου (CC13·), οι θειούχες ρίζες (RS·) και το υποχλωριώδες οξύ (COCl).
1.2 Δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS)
Πίνακας 1: Δραστικές μορφές οξυγόνου
ΔΡΑΣΤΙΚΕΣ ΜΟΡΦΕΣ ΟΞΥΓΟΝΟΥ
Radicals Non-radicals
Ανιόν Σουπεροξειδίου ( O2') Υπεροξείδιο Υδρογόνου (H2O2)
Ρίζα Υδροξυλίου (HO·) Υποχλωριώδες Οξύ (HOCl)
Ρίζα Υπεροξειδίου (RO2·) Υποβρωμιώδες Οξύ (HOBr)
Ρίζα Αλκοξειδίου (RO·) Όζον (O3)
Ρίζα Υδροϋπεροξειδίου ( Η 02·) Μονήρες Οξυγόνο (1O2)
go- •go •go




Η Ό ϋ Η o h O H
Hydrogen Peroxide Hydroxyl radical Hydroxyl ion
h 2 o 2 OH OH"
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Εικόνα 1: Παραδείγματα δραστικών μορφών οξυγόνου
1.3 Δραστικές μορφές αζώτου (RNS)
Στις ελεύθερες ρίζες ανήκουν και κάποιες από τις δραστικές μορφές αζώτου 
(Reactive nitrogen species, RNS). Οι RNS περιλαμβάνουν ρίζες που έχουν σαν 
κεντρικό μόριο το άζωτο όπως το μονοξείδιο του αζώτου NO και το διοξείδιο του 
αζώτου NO2^ καθώς και αζωτούχες ενώσεις που δεν είναι ελεύθερες ρίζες αλλά είναι 
οξειδωτικοί παράγοντες ή μετατρέπονται εύκολα σε ελεύθερες ρίζες (π.χ. το νιτρώδες 
οξύ ΗΝΟ2 και το ανιόν του νιτρικού υπεροξειδίου ΟΝΟΟ") (Fang, Yang, & Wu, 
2002).
Πίνακας 2 : Δραστικές μορφές αζώτου
ΔΡΑΣΤΙΚΕΣ ΜΟΡΦΕΣ ΑΖΩΤΟΥ
Radicals Non-radicals
Ρίζα Μονοξειδίου Αζώτου (NO·) Νιτρώδες Οξύ (HNO2)
Ρίζα Διοξειδίου Αζώτου (NO2·) Κατιόν Νιτροσυλίου (NO+)
Ανιόν Νιτροσυλίου (NO-)
1.4 Δημιουργία Ελευθέρων Ριζών
Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να δημιουργηθούν στον οργανισμό μας τόσο 
ενδογενώς όσο και εξωγενώς.
Οι φυσιολογικές διαδικασίες για παραγωγή ελεύθερων ριζών ενδογενώς είναι οι 
ακόλουθες (Valko et al. 2006):
Α) Οξειδωτική φωσφορυλίωση
Η πιο σημαντική πηγή ελευθέρων ριζών είναι μέσω της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης, η οποία λαμβάνει χώρα στην εσωτερική μεμβράνη των 
μιτοχονδρίων. Σύμφωνα με την οποία τα ηλεκτρόνια του NADH και FADH2 
μεταφέρονται στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων, το οποίο αποτελείται από τρία 
συμπλέγματα πρωτεϊνών ενσωματωμένων στην εσωτερική μεμβράνη των 
μιτοχονδρίων (σύμπλεγμα NADH δεϋδρογονάσης, σύμπλεγμα αναγωγάσης 
κυτοχρώματος c, σύμπλεγμα οξειδάσης κυτοχρώματος c) και από δύο ελεύθερα 
διαχεόμενα μόρια (ουβικινόνη, κυτόχρωμα c) που μεταφέρουν ηλεκτρόνια από το ένα 
σύμπλεγμα στο άλλο. Τελικός αποδέκτης των ηλεκτρονίων είναι το μοριακό οξυγόνο, 
το οποίο ανάγεται πλήρως προς νερό, ενώ ταυτόχρονα η ενέργεια που δημιουργείται 
κατά τη μετακίνηση των πρωτονίων αποθηκεύεται στην ATP μέσω της συνθετάσης
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του ATP. Αυτό αφορά το 95-99% του οξυγόνου. Το υπόλοιπο οξυγόνο διαφεύγει από 
τα συμπλέγματα πρωτεϊνών με τη μορφή μονήρους οξυγόνου και σουπεροξειδίου 
(Παπαγαλάνης 2014).
Εικόνα 2: Παραγωγή ROS στα μιτοχόνδρια
Η πλειοψηφία των ROS παράγεται στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων στα 
μιτοχόνδρια αφού το 0,1-1% του οξυγόνου μετατρέπεται σε ρίζα. Η αφυδρογονάση 
του NADH (σύμπλεγμα 1) και το σύμπλεγμα κυτοχρώματος bc1 (σύμπλεγμα 3), είναι 
γνωστές θέσεις παραγωγής O2^- και H2O2 (Chance, Sies, & Boveris, 1979). Το H2O2 
δημιουργείται με τη μεταφορά από το NADH και FADH2 στην ουβικινόνη. Η ροή 
ηλεκτρονίων στο μοριακό οξυγόνο παράγει O2^- (Chance et al., 1979). Το O2^- 
ανάγεται σε H2O2 από τη μιτοχονδριακή δισμουτάση του υπεροξειδίου (Mn-SOD). 
Ακόμα, μέσω της αντίδρασης Haber-Weiss ανάμεσα στο O2^- και στο H2O2 
δημιουργείται HO\
Αντίδραση Haber-Weiss:
Fe3+ + Ο2 - —► Fe2+ + Ο2 
Fe2+ + Η2Ο2 —► Fe3+ + ΟΗ- + ΟΗ.
Ο - + Η2Ο2 —► ΟΗ- + ΟΗ. + Ο2
Στην εσωτερική μεμβράνη του μιτοχονδρίου παράγεται επίσης μονοξείδιο του 
αζώτου (NO) από την συνθάση του NO. Το μονοξείδιο του αζώτου αντιδρά με το 
ανιόν σουπεροξειδίου (O2^-) και παράγει υπεροξυνιτρικό ανιόν (ONOO-), το οποίο σε
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φυσιολογικό pH παράγει υπεροξυνιτρώδες οξύ (ONOOH). Από αυτό τελικά 
σχηματίζονται οι ρίζες 0 2·" και NO2·. Η αντίδραση του μονοξειδίου του αζώτου 
(NO) με την ουβικινόλη (UQH2) οδηγεί στο σχηματισμό ημικινόνης (UQH), η οποία 
λειτουργεί σαν σημείο παραγωγής σουπεροξειδίου (O/" ).
Β)Ουδετερόφιλα και αναπνευστική “έκρηξη”
Τα πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα (PMN) είναι κύτταρα του ανοσοποιητικού 
που παίζουν σημαντικό ρόλο στην προστασία των ιστών από την προσβολή τους από 
ιούς και βακτήρια. Η ενεργοποίηση των PMN τυπικά αρχίζει με την καταστροφή του 
ιστού που προκαλείται από ROS ή άλλους μηχανισμούς.
Στην οξεία φάση αντίδρασης, τα PMN μεταναστεύουν στην περιοχή 
τραυματισμού καθώς προσελκύονται από χημειοτακτικούς παράγοντες που 
προέρχονται από τα κατεστραμμένα κύτταρα και απελευθερώνουν τα λυτικά ένζυμα 
καθώς και το O/" κατά τη διάρκεια της φαγοκυττάρωσης. Τα λυτικά ένζυμα 
διευκολύνουν την καταστροφή των πρωτεϊνών που έχουν υποστεί βλάβες ενώ το O2^" 
παράγεται από τη μυελοϋπεροξειδάση και την NADPH οξειδάση. Η 
κυτταροπλασματική δισμουτάση του υπεροξειδίου μετατρέπει το O/" σε H2O2, το 
οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται σε HO· από ιόντα μετάλλων ή σε HOCl.
μυελοπε ρ οξε ιδ άση
Η2Ο2 + Cl- ------------------> HOCl +OH
Αυτή η φλεγμονώδης αντίδραση θεωρείται σημαντική για την απομάκρυνση 
κατεστραμμένων πρωτεϊνών και την παρεμπόδιση βακτηριακής και ιϊκής μόλυνσης, 
ωστόσο, ROS και άλλα οξειδωτικά μόρια που απελευθερώνονται από τα 
ουδετερόφιλα μπορούν να προκαλέσουν δευτερογενή βλάβη όπως υπεροξείδωση των 
λιπιδίων. Η φαγοκυττάρωση βακτηρίων ή ιών, προκαλεί το φαινόμενο που είναι 
γνωστό και ως αναπνευστική «έκρηξη». Χαρακτηρίζεται από αυξημένη κατανάλωση 
οξυγόνου και γλυκόζης από τα κύτταρα και έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή 
σουπεροξειδίου και εν τέλει HOCl όπως είδαμε.
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Εικόνα 3: Παραγωγή ελευθέρων ριζών από πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα
Γ)Μετατροπή της ξανθίνης σε ουρικό οξύ
Οι αντιδράσεις που καταλύονται από την οξειδάση της ξανθίνης αποτελούν 
σημαντική πηγή παραγωγής ελευθέρων ριζών (Downey, 1990; Kuppusamy & Zweier, 
1989). Κατά τη διάρκεια της ισχαιμίας το ATP αποφωσφορυλιώνεται σε ADP και 
AMP εξαιτίας της ενέργειας που απαιτείται λόγω της σύσπασης του μυοκαρδίου. Αν 
τα αποθέματα οξυγόνου είναι ανεπαρκή το AMP μετατρέπεται σε υποξανθίνη, 
ξανθίνη και τελικά σε ουρικό οξύ. Η αντίδραση αυτή καταλύεται από την οξειδάση 
της ξανθίνης και συνοδεύεται από σχηματισμό του O2^-. Η οξειδάση της ξανθίνης 
πρέπει να μετατραπεί από την ανηγμένη στην οξειδωμένη της μορφή από μία 
ενδοκυτταρική πρωτεάση που ενεργοποιείται από το Ca2+ ενώ το μοριακό οξυγόνου 
είναι δέκτης ηλεκτρονίων.
Δ) Κυτόχρωμα Ρ450
Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες τα μικροσώματα των ηπατικών κυττάρων 
παράγουν ROS μέσου του κυτοχρώματος P450 (Yu, 1994).
Το NADPH υφίσταται οξείδωση δημιουργώντας O2^- το οποίο στη συνέχεια 
μπορεί να μετατραπεί σε H2O2 (Chance et al., 1979). Ο ρυθμός παραγωγής του H2O2 
είναι ανάλογος με την κατανάλωση οξυγόνου στο μικρόσωμα. Παρουσία ADP και 
Fe η NADPH οξειδάση καταλύει τη μεταφορά ενός ηλεκτρονίου από το NADPH 
στο O2 παράγοντας O2-.
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Ε) Αυτοοξείδωση μορίων
Ορισμένα μόρια όπως φλαβίνες, κατεχολαμίνες, θειόλες και η αιμογλοβίνη 
μπορούν να αυτοοξειδωθούν. Ουσιαστικά πρόκειται για ανάφλεξη χωρίς φλόγα 
έπειτα από αντίδραση με οξυγόνο, σχηματίζοντας ανιόν σουπεροξειδίου (O2·").
Ελεύθερες ρίζες μπορούν να παραχθούν και από εξωγενείς παράγοντες, πιο 
συγκεκριμένα, η ηλιακή και ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία καθώς και το όζον, η 
ατμοσφαιρική ρύπανση, ο καπνός του τσιγάρου και τα βιομηχανικά απόβλητα είναι 
σημαντικοί οξειδωτικοί παράγοντες.
Επίσης, ελεύθερες ρίζες μπορούν να παραχθούν από τη δράση ορισμένων 
φαρμάκων (Naito, Yoshikawa, Yoshida, & Kondo, 1998; Ray et al., 2001) και άλλων 
ξενοβιοτικών όπως τοξίνες και εντομοκτόνα καθώς ακόμα και από το αλκοόλ 
(Elsayed, Omaye, Klain, & Korte, 1992; Jones et al., 2000; Obata, Yamanaka, 
Kinemuchi, & Oreland, 2001). Τέλος, σημαντική πηγή οξειδωτικών είναι και η 
διατροφή (Ames, 1986; Kanner & Lapidot, 2001; Lijinsky, 1999).
1.5 Οξειδωτικό στρες
Σε κάθε βιολογικό σύστημα πρέπει να διατηρείται η ισορροπία μεταξύ του 
σχηματισμού και της απομάκρυνσης ROS και RNS. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω των 
αντιοξειδωτικών μηχανισμών. Σε περίπτωση, όμως, που προκόψει μια σοβαρή 
δυσαναλογία μεταξύ της ποσότητας ROS, RNS και της λειτουργίας του 
αντιοξειδωτικού μηχανισμού του οργανισμού σε βάρους του τελευταίου, τότε 
παρατηρείται το φαινόμενο του οξειδωτικού στρες (Pisoschi & Pop, 2015). Το 
φαινόμενο αυτό, δημιουργεί μια άνιση σχέση προοξειδωτικής και αντιοξειδωτικής 
ισορροπίας, η οποία καταλήγει σε μια σειρά δομικών και λειτουργικών κυτταρικών 
αλλαγών, που μπορούν να οδηγήσουν το κύτταρο σε απόπτωση ή νέκρωση. Το 
οξειδωτικό στρες μπορεί να προκληθεί είτε από μείωση της δράσης των 
αντιοξειδωτικών μηχανισμών είτε από αυξημένη παραγωγή δραστικών μορφών 
αζώτου και οξυγόνου.
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Εικόνα 4: Σχηματική απεικόνιση του οξειδωτικού στρες
Το οξειδωτικό στρες μπορεί να προκαλέσει:
Βλάβη στους ιστούς: Το οξειδωτικό στρες μπορεί να προκαλέσει βλάβες σε όλα 
τα μακρομόρια (DNA, πρωτεΐνες και λιπίδια). Οι πρωτεΐνες μπορεί να υποστούν 
αλλαγές στην τριτοταγή τους δομή, εκφυλισμό και γενικότερα άμεση και έμμεση 
καταστροφή. Οι επιπτώσεις της πρωτεϊνικής καταστροφής σχετίζονται συνήθως με 
την απώλεια της φυσιολογικής λειτουργιάς των πρωτεϊνών. Όσον αφορά το DNA, οι 
τροποποιήσεις των βάσεων, οι θραύσεις των αλυσίδων του, οι καταστροφές στο 
σάκχαρο της δεοξυριβόζης και οι βλάβες στο σύστημα επιδιόρθωσης του είναι 
μερικές επιπτώσεις του οξειδωτικού στρες που μπορεί να οδηγήσουν στον εκφυλισμό 
του.
Κυτταρικό θάνατο: Αυτό μπορεί να συμβεί με δύο μηχανισμούς, τη νέκρωση και 
την απόπτωση. Και οι δύο προκύπτουν από το οξειδωτικό στρες. Στο νεκρωτικό 
κυτταρικό θάνατο, το κύτταρο διογκώνεται και διαρρηγνύεται, απελευθερώνοντας το 
περιεχόμενο του στον περιβάλλοντα χώρο και επηρεάζοντας τα γειτονικά κύτταρα. 
Το περιεχόμενο των κυττάρων περιλαμβάνει αντιοξειδωτικά, όπως CAT ή GSH και 
προοξειδωτικά όπως ιόντα χαλκού και σιδηρού. Ακόμη και αν ένα κύτταρο οδηγείται 
σε θάνατο από μηχανισμούς άλλους έκτος του οξειδωτικού στρες, ο νεκρωτικός 
κυτταρικός θάνατος μπορεί να οδηγήσει σε οξειδωτικό στρες στον περιβάλλοντα 
χώρο. Στην απόπτωση, ο ‘’μηχανισμός αυτοκτονίας” του κύτταρου ενεργοποιείται, 
τα αποπτωτικά κύτταρα δεν απελευθερώνουν το περιεχόμενο τους και έτσι η
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απόπτωση γενικά δεν προκαλεί βλάβη στα περιβάλλοντα κύτταρα. Ο αποπτωτικός 
κυτταρικός θάνατος μπορεί να επιταχυνθεί σε ορισμένες ασθένειες, όπως κάποιες 
νευροεκφυλιστικές ασθένειες στις όποιες εμπλέκεται το οξειδωτικό στρες.
1.6 Βιολογική δράση των Ελευθέρων Ριζών
1.6.1 Θετικές επιδράσεις
Σε χαμηλές σχετικά συγκεντρώσεις οι ελεύθερες ρίζες εκδηλώνουν και 
ευεργετικές δράσεις. Οι ROS και RNS θεωρούνται φυσιολογικά παραπροϊόντα του 
κυτταρικού μεταβολισμού και συμμετέχουν σε διαδικασίες σημαντικλες για την 
λειτουργία του οργανισμού. Συγκεκριμένα, συμμετέχουν σε αρκετά σηματοδοτικά 
μονοπάτια, τόσο ενδο- όσο και διακυτταρικά. Παραδείγματος χάριν, έχουν τη 
δυνατότητα τροποποίησης της δραστικότητας πρωτεϊνών προκαλώντας το 
σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών. Οι πρωτεΐνες στόχοι ανήκουν σε πολλές 
κατηγορίες όπως φωσφατάσες, MAP κινάσες, μεταγραφικοί παράγοντες και 
απακετυλάσες η μεθυλάσες ιστονών. Επίσης, έχουν κύριο ρόλο σε ορισμένους 
μηχανισμούς του ανοσοποιητικού συστήματος, δρώντας ενάντια στα αντιγόνα κατά 
τη διάρκεια της φαγοκυτττάρωσης. Ο ρόλος τους αυτός ενισχύεται κατά τη διάρκεια 
της φλεγμονής.Επιπλέον ρυθμίζουν μηχανισμούς που συνδέονται με την ανοσία, τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό, το μεταβολισμό, την απόπτωση και τη μυϊκή συστολή. 
Αναστολή της παραγωγής ROS οδηγεί σε απώλεια της μυϊκής συστολής ενώ 
αυξημένη παραγωγής ROS έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση μυϊκής κόπωσης. 
Ακόμα, αιμοπετάλια που βρίσκονται σε περιοχή που έχει υποστεί πληγή 
απελευθερώνουν ROS τα οποία αποτελούν σήμα για την στρατολόγηση κι άλλων 
αιμοπεταλίων στην περιοχή καθώς και λευκοκυττάρων. Τέλος, συμμετέχουν και στην 
διαδικασία της αγγειογένεσης. Είναι λοιπόν σημαντικό να σημειωθεί ότι δεν είναι 
μόνο επιβλαβείς για τον οργανισμό, αλλά αντιθέτως αναγκαίες για φυσιολογικές του 
λειτουργίες και οι ευεργετικές τους δράσεις εξαρτώνται από την ισορροπία τους με 
τους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς. Έτσι, πρέπει να είμαστε προσεκτικοί στην 
ημερήσια κατανάλωση αντιοξειδωτικών, ώστε αυτή να μην υπερβαίνει συγκεκριμένα 
όρια που θα οδηγούσαν στην πλήρη εξουδετέρωση των ελεύθερων ριζών (Schieber & 
Chandel 2014).
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1.6.2 Επιβλαβείς επιδράσεις
Οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου προσβάλλουν βιολογικά μακρομόρια, όπως 
λιπίδια, πρωτεΐνες και νουκλεϊκά οξέα, προκαλώντας την καταστροφή ή αλλοίωσή 
τους. Μέσω αυτής της αρνητικής δράσης τους έχουν συνδεθεί με νευροεκφυλιστικές 
νόσους (Parkinson’s, Alzheimer’s, κατάθλιψη), φλεγμονές, λοιμώδεις νόσους, νόσους 
των νεφρών, ηπατικές νόσους, πνευμονικές νόσους, με τη γήρανση καθώς και με 
διάφορους τύπους καρκίνου.
Λιπίδια: Όλες οι κυτταρικές μεμβράνες είναι ευάλωτες σε οξείδωση εξαιτίας των 
υψηλών συγκεντρώσεων σε ακόρεστα λιπαρά οξέα. Η υπεροξείδωση των λιπιδίων 
συμβαίνει σε τρία στάδια. Το πρώτο στάδιο περιλαμβάνει την επίθεση της ελεύθερης 
ρίζας, η οποία αποσπά ένα άτομο υδρογόνου από μια ομάδα μεθυλενίου στα λιπίδια. 
Η παρουσία ενός διπλού δεσμού γειτονικά της ομάδας μεθυλενίου εξασθενεί τον 
δεσμό μεταξύ των ατόμων υδρογόνου και άνθρακα έτσι ώστε να μπορεί να 
αποσπαστεί εύκολα από το μόριο. Μετά την απόσπαση του υδρογόνου το λιπαρό οξύ 
διατηρεί ένα ηλεκτρόνιο και σταθεροποιείται με επαναδιευθέτηση της μοριακής 
δομής για να σχηματίσει ένα συζυγές διένιο. Όταν το οξυγόνο είναι σε επαρκή 
ποσότητα στο περιβάλλον, το λιπαρό οξύ θα αντιδράσει με αυτό για να σχηματίσει 
ROO· κατά τη διάρκεια της φάσης πολλαπλασιασμού. Αυτές οι ελεύθερες ρίζες είναι 
ικανές να αποσπάσουν κι άλλο άτομο υδρογόνου από ένα γειτονικό λιπαρό οξύ, το 
οποίο οδηγεί ξανά σε παραγωγή ριζών λιπαρών οξέων που υποβάλλονται στις ίδιες 
διαδικασίες- επαναδιευθέτηση και αλληλεπίδραση με οξυγόνο.
Εικόνα 5: Διαδικασία λιπιδικής υπεροξείδωσης
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Πρωτεΐνες: Ανάμεσα στις διάφορες ROS, το HO·, το RO· και οι ενεργές ρίζες 
αζώτου προκαλούν πρωτεϊνική καταστροφή. Οι πρωτεΐνες υποβάλλονται σε άμεση 
και έμμεση καταστροφή μετά την αλληλεπίδραση με ROS όπως είναι οι αλλαγές 
στην τριτοταγή τους δομή, ο εκφυλισμός και ο θρυμματισμός τους. Οι επιπτώσεις της 
πρωτεϊνικής καταστροφής είναι απώλεια της ενζυμικής λειτουργίας, αλλαγμένες 
κυτταρικές λειτουργίες όπως παραγωγή ενέργειας και αλλαγές στον τύπο και στο 
επίπεδο των κυτταρικών πρωτεϊνών (Davies, 1987; Grune, Reinheckel, & Davies, 
1997; Levine & Stadtman, 2001).
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Εικόνα 6: Αντίδραση πρωτεϊνικής οξείδωσης
DNA: Αν και το DNA είναι ένα σταθερό και καλά προστατευμένο μόριο οι ROS 
μπορούν να αλληλεπιδράσουν με αυτό και να προκαλέσουν καταστροφές όπως η 
τροποποίηση των βάσεων, θραύσεις του DNA, απώλεια πουρινών, ζημιά στο 
σάκχαρο δεοξυριβόζης και βλάβη στο σύστημα επιδιόρθωσης του DNA. Η ρίζα 
υδροξυλίου(ΟΗ·) επιτίθεται στην γουανίνη στην θέση C-8 και σχηματίζει ένα 
οξειδωτικό προϊόν την 8-υδροξυγουανίνη (8-OHdG). Οι ρίζες υδροξυλίου μπορούν 
επίσης να επιτεθούν και σε άλλες βάσεις όπως η αδενίνη για να σχηματίσουν την 8- 
υδροξυαδενίνη. Αλληλεπίδραση ανάμεσα στις πυριμιδίνες και στις ρίζες υδροξυλίου 
οδηγεί στο σχηματισμό υπεροξειδίου της θυμίνης, 5-ουρακίλης, γλυκολών της 
θυμίνης και άλλων παρεμφερών προϊόντων (Ames, 1986; Dizdaroglu, Jaruga, 
Birincioglu, & Rodriguez, 2002; Helbock, Beckman, & Ames, 1999).
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Εικόνα 7: Οξείδωση της βάσης γουανίνης του DNA από δραστικές μορφές 
οξυγόνου
1.7 Αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί
Ως αντιοξειδωτικό, ορίζεται η ουσία που βοηθάει στη μείωση της σοβαρότητας 
του οξειδωτικού στρες, είτε σχηματίζοντας λιγότερο δραστικές ρίζες είτε 
επιδιορθώνοντας τις βλάβες που προκαλούνται από ελεύθερες ρίζες (Dekkers, van 
Doornen, & Kemper, 1996). Η αντιοξειδωτική ουσία βρίσκεται σε μικρές 
συγκεντρώσεις σε σύγκριση με το υπόστρωμα που οξειδώνεται και καθυστερεί 
σημαντικά ή αποτρέπει την οξείδωση του υποστρώματος αυτού (Krinsky, 2002).
Η βασική διάκριση των αντιοξειδωτικών γίνεται με βάση:
• την προέλευσή τους (εξωγενή ή ενδογενή)
• τη διαλυτότητά τους (υδρόφιλα ή λιπόφιλα)
• τη χημική τους φύση (ενζυμική ή μη ενζυμική)
Εικόνα 8: Τρόπος δράσης μιας αντιοξειδωτικής ουσίας.
1.7.1 Ενδογενή αντιοξειδωτικά
Υπάρχουν τόσο ενζυμικοί όσο και μη ενζυμικοί μηχανισμοί που 
εξουδετερώνουν ή ελέγχουν τη δράση των ελευθέρων ριζών. Αυτό επιτυγχάνεται με 
τρεις τρόπους:
• Εμποδίζουν το σχηματισμό ριζών
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• Μετατρέπουν τις ελεύθερες ρίζες σε λιγότερο δραστικά μόρια
• Βοηθούν στην επιδιόρθωση των βλαβών που προκαλούνται από τις ελεύθερες 
ρίζες
1.7.1.Α Ενζυμικά αντιοξειδωτικά
Ενζυμικές αντιοξειδωτικές ουσίες θεωρούνται η υπεροξειδική δισμουτάση 
(SOD), η καταλάση (CAT), η τρανσφεράση-S της γλουταθειόνης, η ρεδουκτάση της 
γλουταθειόνης, η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης. Τα ενζυμικά αντιοξειδωτικά 
έχουν άμεση επίδραση. Η υπεροξειδική δισμουτάση μετατρέπει το O2' σε Η20 2 και 
οξυγόνο. Η καταλάση με τη σειρά της μετατρέπει το Η20 2 σε νερό και οξυγόνο. Η 
υπεροξειδάση της γλουταθειόνης μειώνει την λιπιδική υπεροξειδίωση και ανάγει το 
Η202 σε νερό. Η ρεδουκτάση της γλουταθειόνης καταλύει την αναγωγή της 
γλουταθειόνης, δηλαδή μετατρέπει την οξειδωμένη μορφή της γλουταθειόνης 
(GSSG) στην ανηγμένη της μορφή της (GSH). Τέλος, η τρανσφεράση-S της 
γλουταθειόνης είναι ένα ένζυμο μεταβολισμού φάσης II, το οποίο καταλύει τη 
σύζευξη της GSH με κάποιο ξενοβιοτικό υπόστρωμα με σκοπό την αποτοξίνωσή του. 
Οι δράσεις τους φαίνονται συνοπτικά στο παρακάτω σχήμα (Valko et al. 2006).
Εικόνα 9: Δράση ενδογενών ενζυμικών αντιοξειδωτικών
1.7.1.Β Μη ενζυμικά αντιοξειδωτικά
Οι μη ενζυμικές αντιοξειδωτικές ουσίες περιλαμβάνουν τη βιταμίνη A 
(ρετινόλη), τη βιταμίνη C (ασκορβικό οξύ), τη βιταμίνη E (τοκοφερόλη), τα 
φλαβονοειδή, τις θειόλες (γλουταθειόνη, ουρικό οξύ, συνένζυμο Q10, φερριτίνη, 
χολερυθρίνη) και ιχνοστοιχεία (σίδηρος, χαλκός, ψευδάργυρος, σελήνιο, μαγνήσιο) 
τα οποία λειτουργούν ως ενζυμικοί συμπαράγοντες. Η βιταμίνη C και η βιταμίνη Ε 
είναι δύο ισχυρά αντιοξειδωτικά, τα οποία έχουν συνεργιστική δράση (Khallouki et 
al. 2003). Η βιταμίνη E είναι λιποδιαλυτή, αποτελείται από τοκοφερόλες και
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τοκοτριενόλες και βρίσκεται κυρίως στα φυτικά έλαια και τους ξηρούς καρπούς. 
Προστατεύει τα κύτταρα του πνεύμονα που είναι εκτεθειμένα στο οξυγόνο, αποτρέπει 
την οξείδωση της κακής χοληστερίνης LDL, ανάγει μεταβατικά μέταλλα όπως ο 
σίδηρος και ο χαλκός και ως επί το πλείστο αποτρέπει την οξείδωση των 
πολυακόρεστων λιπαρών οξέων και των πρωτεϊνών και εμποδίζει την δημιουργία 
οξειδωτικού στρες. Η βιταμίνη C με τη σειρά της, είναι υδατοδιαλυτή, βρίσκεται 
κυρίως στα φρούτα και λαχανικά και προστατεύει από την αθηροσκλήρωση, καθώς 
εμποδίζει την οξείδωση της LDL χοληστερίνης και αυξάνει την ευεργετική 
χοληστερίνη (HDL). Επίσης, αντιδρά απευθείας με τις ρίζες υδροξυλίου, 
υπεροξειδίου και το οξυγόνο απλής κατάστασης, ενώ παράλληλα ανάγει την 
οξειδωμένη μορφή της βιταμίνης Ε, όταν η τελευταία έχει παγιδέψει μια ελεύθερη 
ρίζα.
1.7.2 Εξωγενή αντιοξειδωτικά
Τα πιο συνηθισμένα εξωγενή αντιοξειδωτικά είναι η βιταμίνη C, η βιταμίνη Ε, 
η βιταμίνη Α, τα φλαβονοειδή, τα φυτοχημικά και ολιγοστοιχεία (π.χ. σελήνιο, 
χαλκός, ψευδάργυρος, μαγνήσιο) τα οποία μπορούν να χορηγηθούν ως 
συμπληρώματα διατροφής. Γενικότερα, άλλες γνωστές αντιοξειδωτικές ουσίες είναι η 
λακτοφερίνη, η σερουλοπλασμίνη, η απτοσφαιρίνη, η τρανσφερίνη, η αιμογλοβίνη, οι 
οξειδάσες κυτοχρωμάτων και το συνένζυμο Q10.
1.8 Πολυφαινόλες
Οι πολυφαινόλες είναι η μεγαλύτερη ομάδα φυτοχημικών (φυτικοί 
μεταβολίτες) και ένα αναπόσπαστο μέρος της δίαιτας των ανθρώπων και των ζώων 
(Tsao, 2010). Είναι χημικές ενώσεις που αποτελούνται κυρίως από φυσικές, καθώς 
και συνθετικές ή ημισυνθετικές χημικές ουσίες, οι οποίες χαρακτηρίζονται από την 
παρουσία μεγάλων πολλαπλάσιων δομικών μονάδων της φαινόλης (Quideau, 
Deffieux, Douat-Casassus, & Pouysegu, 2011). Έχει επικρατήσει με τον όρο 
πολυφαινόλες να εννοείται μια μεγάλη ομάδα ενώσεων με ένα ή περισσότερα 
υδροξύλια απευθείας συνδεδεμένα με ένα άτομο άνθρακα ενός ή περισσότερων 
αρωματικών δακτυλίων. Ο χημικός τύπος της φαινόλης είναι C6H5OH, το 
απλούστερο των φαινολών.
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Γενικά τρόφιμα που περιέχουν σύνθετα μίγματα πολυφαινολών, είναι προϊόντα 
που καταναλώνονται ευρέως σε μεγάλες ποσότητες, όπως τα φρούτα και τα 
λαχανικά, το πράσινο τσάι, το μαύρο τσάι, το κόκκινο κρασί, ο καφές, η σοκολάτα, οι 
ελιές, τα εσπεριδοειδή, η σόγια και το έξτρα παρθένο ελαιόλαδο. Επίσης, τα βότανα 
και μπαχαρικά, οι ξηροί καρποί και τα φύκη είναι επίσης δυνητικά σημαντικά για την 
παροχή ορισμένων πολυφαινολών (D’Archivio, Filesi, Vari, Scazzocchio, & Masella, 
2010). Στην ανθρώπινη διατροφή, θεωρούνται η πιο άφθονη πηγή αντιοξειδωτικών.
1.8.1 Φυσικές ιδιότητες
Είναι χαμηλού μοριακού βάρους. Συνήθως βρίσκονται σε υγρή ή σε στερεή 
μορφή με χαμηλό σημείο τήξεως. Λόγω των δεσμών υδρογόνου, οι φαινόλες μικρού 
μοριακού βάρους, είναι υδατοδιαλυτές. Τείνουν να έχουν υψηλότερα σημεία 
βρασμού, από τις αλκοόλες ίδιου μοριακού βάρους, λόγω του ισχυρότερου δεσμού 
υδρογόνου που έχουν. Επίσης, υπάρχουν και λιποδιαλυτές πολυφαινόλες 
μεγαλύτερου μοριακού βάρους.
1.8.2 Χημική δομή και τάξεις πολυφαινολών
Περισσότερες από 8.000 πολυφαινολικές ενώσεις έχουν εντοπιστεί σε διάφορα 
φυτικά είδη. Όλες οι φυτικές φαινολικές ενώσεις προκύπτουν από ένα κοινό 
ενδιάμεσο, την φαινυλαλανίνη, ή μια κοντινή πρόδρομη ένωση, το σικιμικό οξύ. Οι 
πολυφαινόλες είναι είτε απλά μόρια, όπως τα φαινολικά οξέα, είτε υψηλά 
πολυμερισμένες ενώσεις, όπως οι ταννίνες. Ανευρίσκονται κυρίως στη συζευγμένη 
τους μορφή, είτε μεθυλιωμένες είτε ως γλυκοζίτες. Το υδατανθρακικό τμήμα μπορεί 
να είναι είτε μονοσακχαρίτης, είτε δισακχαρίτης ή ακόμη και ολιγοσακχαρίτης. Η 
γλυκοζυλίωση αυξάνει τη διαλυτότητα των πολυφαινολών. Η γλυκόζη είναι ο πιο 
κοινός εκπρόσωπος των σακχάρων, αν και απαντώνται επίσης γαλακτόζη, ραμνόζη, 
ξυλόζη και αραβινόζη, καθώς και γλυκουρονικό και γαλακτουρονικό οξύ. Οι 
πολυφαινόλες μπορούν επίσης να είναι ενωμένες με καρβοξυλικά και οργανικά οξέα, 
αμίνες και λιπίδια. Παράλληλα, κατέχουν υψηλή συγγένεια δέσμευσης με τις
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πρωτεΐνες, σχηματίζοντας διαλυτά ή αδιάλυτα σύμπλοκα μαζί τους (Papadopoulou & 
Frazier, 2004).
Οι πολυφαινόλες ταξινομούνται σε διαφορετικές κατηγορίες (Manach et al. 
2005), ανάλογα με τον αριθμό των φαινολικών δακτυλίων στη δομή τους, καθώς και 
τα δομικά στοιχεία και τους υποκαταστάτες που προσδένονται στου δακτυλίους τους. 
Ως εκ τούτου, προσδιορίζονται δύο κύριες ομάδες: τα φλαβονοειδή και οι μη 
φλαβονοειδείς ομάδες.
> Φλαβονοειδή: Έχουν μια κοινή δομή, που αποτελείται από δύο δακτύλιους, 
οποίοι ενώνονται μεταξύ τους με 3 άτομα άνθρακα σχηματίζοντας έναν 
οξυγονωμένο ετερόκυκλο. Έτσι, μπορούν να διαιρεθούν σε 6 υποκατηγορίες 
ανάλογα με τον τύπο του ετερόκυκλου που εμπλέκεται. Αυτές είναι οι: 
φλαβονόλες, φλαβόνες, ισοφλαβόνες, φλαβανόνες, ανθοκυανιδίνες και 
φλαβανόλες (κατεχίνες, προανθοκυανιδίνες) (Manach et al. 2004; Han et al. 
2007). Τρόφιμα με υψηλή σύσταση σε φλαβονοειδή θεωρούνται το κόκκινο 
και πράσινο τσάι, η μαύρη σοκολάτα, τα βατόμουρα, τα κρεμμύδια, ο 
μαϊντανός, τα εσπεριδοειδή, οι μπανάνες και το κόκκινο κρασί (Harnly et al., 
2006). Έρευνες έδειξαν ότι είναι ιδιαίτερα ευεργετικά ενάντια στον καρκίνο, 
τις φλεγμονές, το οξειδωτικό στρες και τις καρδιαγγειακές νόσους.
> Μη φλαβονοειδή: Είναι κυρίως τα φαινολικά οξέα, οι λιγνάνες και τα 
στιλβένια. Τα φαινολικά οξέα χωρίζονται σε παράγωγα του βενζοϊκού οξέος 
(7 άτομα άνθρακα) και του κιναμικού οξέος (9 άτομα άνθρακα) (Manach et al. 
2004) και βρίσκονται κυρίως στα μήλα, τις φράουλες, τα κεράσια, τα 
ακτινίδια, τα κρεμμύδια, τον καφέ, το τσάι, τα βατόμουρα, τη βρώμη, το 
κόκκινο κρασί και άλλα. Χαρακτηρίζονται από αυξημένες αντιικές, 
αντιμικροβιακές, αντιοξειδωτικές και αντικαρκινικές ιδιότητες. Παραδείγματα 
φαινολικών οξέων είναι το καφεϊκό οξύ και το γαλλικό οξύ. Οι λιγνάνες 
περιέχονται σε διάφορα δημητριακά, τη σόγια, το βερίκοκο, το μπρόκολο, το 
λιναρόσπορο και το λάχανο. Μελέτες δείχνουν ότι παίζουν προστατευτικό 
ρόλο σε ασθένειες όπως ο καρκίνος, η οστεοπόρωση και η καρδιαγγειακή 
νόσος, αλλά ακόμα δεν έχουμε σαφή αποτελέσματα (Adlercreutz, 2007). Τα 
στιλβένια, τέλος, έχουν βρεθεί σε μικρές ποσότητες στην διατροφή του 
ανθρώπου. Το πιο γνωστό στιλβένιο είναι η ρεσβερατρόλη, μια φυτοαλεξίνη, 
η οποία οξειδώνεται εύκολα και είναι δύσκολο να παραμείνει καθαρή επί 
μακρό χρονικό διάστημα. Βρίσκεται κυρίως σε υψηλές συγκεντρώσεις στον
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φλοιό των σταφυλιών και ιδιαίτερα των κόκκινων σταφυλιών, στα φύλλα 
ευκαλύπτου και ελάτου, στους ξηρούς καρπούς, στα μούρα (Soleas, 
Diamandis, & Goldberg, 1997). Θεωρούνται ισχυρές αντιοξειδωτικές ουσίες 
με αντιφλεγμονώδη δράση, δράση κατά της νόσου του Alzheimer, του 
καρκίνου, του σακχαρώδους διαβήτη και των καρδιαγγειακών νόσων.
Εικόνα 11: Είδη πολυφαινολών
1.8.3 Ευεργετικές επιδράσεις πολυφαινολών στην υγεία
Οι πολυφαινόλες θεωρούνται μη θρεπτικά συστατικά, τα οποία όμως 
παρεμβαίνουν στην απορρόφηση απαραίτητων θρεπτικών συστατικών, όπως ο 
σίδηρος και άλλα μεταλλικά ιόντα, και στη δέσμευση πεπτικών ενζύμων και 
πρωτεϊνών. Οι επιπτώσεις τους στην υγεία εξαρτώνται από το ποσό της πρόσληψής 
τους και από τη βιοδιαθεσιμότητά τους, η οποία ποικίλλει. Γενικώς, έχουν γίνει 
πολλές έρευνες σχετικά με τις ενδεχόμενες ευεργετικές επιδράσεις τους (Mennen et 
al. 2005).
Πιο συγκεκριμένα, μελέτες έδειξαν ότι οι πολυφαινόλες είναι ισχυρά 
αντιοξειδωτικά τα οποία σταθεροποιούν τις ελεύθερες ρίζες, δίνοντας σε αυτές ένα 
ηλεκτρόνιο ή ένα άτομο υδρογόνου. Με αυτόν τον τρόπο, καταστέλλουν την διάδοση 
των ελεύθερων ριζών (συμβαίνει μέσω της αλυσιδωτής αντίδρασης), μέσω της 
αναστολής ή απενεργοποίησης των ROS. Πιο συχνά, δρουν ως άμεσοι δεσμευτές
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ριζών των αλυσιδωτών αντιδράσεων υπεροξείδωσης των λιπιδίων, με αποτέλεσμα να 
τις σταματούν, ενώ οι ίδιες οι πολυφαινόλες μετατρέπονται σε σταθερές ρίζες 
(λιγότερο δραστικές). Επιπλέον, οι πολυφαινόλες δρουν και ως χηλικές ενώσεις, 
καθώς δεσμεύουν μέταλλα μετάπτωσης, όπως ο σίδηρος Fe+2, μειώνοντας το 
ποσοστό της αντίδρασης Fenton και εμποδίζοντας την οξείδωση που συμβαίνει από 
τις πολύ δραστικές HO·. Επιπρόσθετα, μπορούν να δράσουν ως συν-αντιοξειδωτικά, 
αναγεννώντας βασικές βιταμίνες, αναστέλλοντας την οξειδάση της ξανθίνης, αλλά 
και αυξάνοντας διάφορα ενδογενή αντιοξειδωτικά, όπως η υπεροξειδική δισμουτάση, 
η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης και η καταλάση. Από την άλλη πλευρά, όμως, 
δεδομένου ότι οι ίδιες οι πολυφαινόλες μετατρέπονται σε ελεύθερες ρίζες, σε 
αυξημένες συγκεντρώσεις μπορεί να αποκτήσουν και προ-οξειδωτική ικανότητα, κάτι 
που φανερώνει ότι η δράση τους είναι δοσο-εξαρτώμενη. Κατά συνέπεια, πρέπει να 
γίνουν περαιτέρω έρευνες, ώστε να δειχθεί η απαιτούμενη δοσολογία πολυφαινολών 
που χρειάζεται ο οργανισμός και η οποία θα προκαλεί περισσότερο αντιοξειδωτική 
παρά προ-οξειδωτική δραστηριότητα και θα καθίσταται ευεργετική για τον 
οργανισμό (Bouayed & Bohn 2010; Tsao 2010; Scalbert et al. 2005).
Πειραματικές μελέτες σε ζώα ή ανθρώπινα καλλιεργούμενα κύτταρα έδειξαν ότι 
οι πολυφαινόλες παίζουν προστατευτικό ρόλο ενάντια στον καρκίνο, τις 
καρδιαγγειακές νόσους, το διαβήτη, τις νευροεκφυλιστικές ασθένειες και την 
οστεοπόρωση. Άλλες ευεργετικές επιδράσεις τους όσον αφορά την υγεία του 
ανθρώπου, είναι η μείωση της πιθανότητας πρόκλησης ασθενειών της καρδιάς, 
ηπατικών ασθενειών, παχυσαρκίας, αθηροσκλήρωσης, διαφόρων αλλεργιών και 
ασθενειών του γαστρεντερικού σωλήνα (Rodrigo et al. 2014; Bouayed et al. 2011). 
Παρακάτω φαίνονται οι ασθένειες με τις οποίες εμπλέκονται οι πολυφαινόλες.
Εικόνα 12: Παράγοντες στους οποίους οι πολυφαινόλες έχουν ευεργετική δράση
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1.9 Καφές
1.9.1 Γενικά
Ο καφές αποτελεί ένα από τα δημοφιλέστερα ροφήματα παγκοσμίως. 
Παρασκευάζεται από τους κόκκους του φυτού Coffea. Αρκετά είδη του γένους Coffea 
παράγουν τα μούρα από τα οποία προέρχονται οι κόκκοι του καφέ. Τα δύο κύρια είδη 
που καλλιεργούνται εμπορικά είναι ο Coffea canephora -  γνωστότερο ως robusta - 
και C. arabica. Όλα τα φυτά καφέ προέρχονται από την τροπική Αφρική, τη 
Μαδαγασκάρη και άλλα νησιά του Ινδικού ωκεανού. Ωστόσο, ο καφές μεταφέρθηκε 
και σε άλλα μέρη του κόσμου και πλέον καλλιεργείται σε περισσότερες από 70 
χώρες. Ο καρπός του φυτού συλλέγεται όταν ωριμάσει, επεξεργάζεται και 
αποξηρένεται. Μετά την αποξήρανση οι κόκκοι καφέ συνήθως καβουρδίζονται για 
διαφορετικά χρονικά διαστήματα αναλόγως με την επιθυμητή τελική γεύση (Maurin 
et al., 2007). Ωστόσο, υπάρχει και η επιλογή μη καβουρδίσματος και τότε μιλάμε για 
τον πράσινο καφέ. Με την κατανάλωση ροφημάτων καφέ παρατηρείται μία 
διεγερτική δράση που οφείλεται στο μόριο της καφεΐνης.
1.9.2 Χημική σύσταση 
1.10.2.Α Πράσινος καφές
Ο πράσινος καφές αποτελείται κυρίως από νερό, υδατάνθρακες και ίνες, 
πρωτεΐνες και ελεύθερα αμινοξέα, λιπίδια, μέταλλα, οργανικά οξέα, χλωρογενικά 
οξέα, τριγονελλίνη και καφεΐνη. Από αυτά, τα χλωρογενικά οξέα, η τριγονελλίνη, η 
καφεΐνη, οι διαλυτές ίνες και τα διτερπένια των λιπιδίων είναι το πιο βιοενεργά και 
υπάρχει μεγάλη πιθανότητα να παίζουν σημαντικό στη διαμόρφωση της γεύσης του 
ροφήματος μετά το καβούρδισμα.
> Καφεΐνη: είναι μία μέθυλξανθίνη με πικρή γεύση που, μολαταύτα, συμβάλλει 
κατά λιγότερο από 10% της πικράδας του ροφήματος καφέ. Αυτό το 
αλκαλοειδές είναι ανθεκτικό στη θερμότητα και η συγκέντρωση του στο C. 
canephora είναι περίπου διπλάσια από αυτή στο C. arabica. Η καφεΐνη 
διεγείρει το κεντρικό νευρικό σύστημα γιατί ανταγωνίζεται με την αδενοσίνη 
για πρόσδεση στους υποδοχείς της. Παρόλο που η πρόσληψη καφεΐνης έχει 
συσχετιστεί με υψηλή χοληστερόλη, στεφανιαίες νόσους και καρκίνο, άλλες 
έρευνες έχουν επιβεβαιώσει ευεργετικές επιδράσεις της στη υγεία όπως 
μειωμένη πιθανότητα εμφάνισης κίρρωσης του ήπατος (Adriana Farah, de
[26]
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:17:56 EEST - 137.108.70.6
Paulis, Moreira, Trugo, & Martin, 2006). Επιπρόσθετα, κάποιοι μεταβολίτες 
της καφεΐνης (κυρίως 1-μεθυλξανθίνη και 1-μεθυλουρικό) έχουν παρουσιάσει 
αντιοξειδωτική ικανότητα in vitro (Lee, 2000).
Εικόνα 13: Δομή μορίου καφεΐνης
> Χλωρογενικά οξέα: περιλαμβάνουν μία κύρια κατηγορία φαινολικών 
ενώσεων, οι οποίες προέρχονται κυρίως από εστεροποίηση trans-κιναμωμικών 
οξέων με κουινικό οξύ (Clifford, 2000). Τα χλωρογενικά οξέα συμβάλλουν 
στη γεύση των ροφημάτων καφέ προσδίδοντας στυφότητα, πικράδα και 
οξύτητα. Μολαταύτα, εάν είναι παρόντα σε υψηλές ποσότητες στο πράσινο 
καφέ, ενδέχεται να δημιουργήσει ανεπιθύμητη γεύση, πιθανόν λόγω του 
σχηματισμού προϊόντων οξείδωσης και αποικοδόμησης κατά το καβούρδισμα 
(A Farah, Monteiro, Calado, Franca, & Trugo, 2006). Η περιεκτικότητα σε 
χλωρογενικό οξύ στο φυτό C. canephora είναι περίπου δύο φορές υψηλότερη 
από αυτή του C. arabica, αν και γενικά αυτή η συγκέντρωση ποικίλλει 
σημαντικά στα δύο είδη.
ΟΗ
Εικόνα 14: Βασική δομή χλωρογενικών οξέων
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1.9.2.Β Καβουρδισμένος καφές
Η σύνθεση των κόκκων αλλάζει δραματικά κατά το καβούρδισμα, ως συνέπεια 
της πυρόλυσης, της καραμελοποίηση, και των αντιδράσεων Maillard. Η 
περιεκτικότητα σε υγρασία του καβουρδισμένου καφέ (1,5% - 5%) είναι πολύ 
χαμηλότερη από εκείνη του πράσινου καφέ, και ποικίλλει ανάλογα με το βαθμό 
καβουρδίσματος (Trugo & Macrae, 1984).
Ως προϊόν των αντιδράσεων Maillard παράγονται οι μελανοϊδίνες οι οποίες 
ορίζονται ως πολυμερή υψηλού μοριακού βάρους και σκούρου χρώματος. Τα 
πολυμερή αυτά είναι υπεύθυνα για το καφέ χρώμα του καβουρδισμένου καφέ και 
σχηματίζουν το 25% περίπου της ξηρής μάζας του (Nicoli, Anese, Manzocco, & 
Lerici, 1997). Άλλες μελέτες έχουν δείξει ότι οι μελανοϊδίνες είναι εν μέρει αρμόδιες 
για τις αντιοξειδωτικές και αντιβακτηριακές ιδιότητες του καφέ και επομένως 
μπορούν να θεωρηθούν βιοδραστικές ενώσεις (Daglia, Papetti, Gregotti, Berte, & 
Gazzani, 2000; Nicoli et al., 1997).
Λόγω της θερμικής τους αστάθειας, τα χλωρογενικά οξέα υφίστανται πολλές 
αλλαγές κατά τη διάρκεια του καβουρδίσματος, όπως ισομερισμό, επιμερισμό, 
αποικοδόμηση σε ενώσεις χαμηλού μοριακού βάρους και ενσωμάτωση σε 
μελανοϊδίνες, συμβάλλοντας στο χρώμα και στη γεύση.
Η καφεΐνη δεν μεταβάλλεται σημαντικά κατά τη διάρκεια του καβουρδίσματος, 
αλλά μπορεί να παρατηρηθούν μικρές απώλειες λόγω εξάχνωσης.
2. Σκοπός
Στην παρούσα πτυχιακή εργασία χορηγήθηκαν μη κυτταροτοξικές 
συγκεντρώσεις καφέ σε κυτταρική σειρά ενδοθηλιακών με σκοπό την μελέτη της 
επίδρασης σε δείκτες λιπιδικής και πρωτεϊνικής οξείδωσης. Εξετάστηκαν καφέδες και 
από τις δυο κύριες εμπορικές ποικιλίες (Coffea arabica και Coffea robusta) και 
πραγματοποιήθηκαν συγκρίσεις μεταξύ πράσινων και καβουρδισμένων κόκκων. 
Ακόμα εξετάστηκε η επίδραση της καφεΐνης και διαφορετικών βαθμών 
καβουρδίσματος στη δραστικότητα των εκχυλισμάτων.
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3. Υλικά και μέθοδοι
3.1 Ετοιμασία εκχυλισμάτων καφέ
Συνολικά, χρησιμοποιήθηκαν εκχυλίσματα από εννέα δείγματα καφέ: πέντε 
Brazil, δυο Robusta και δυο Decafeinated οι οποίοι ήταν χαρμάνι διαφόρων Arabica.
Τα πέντε Brazil είναι τα εξής:
1) Brazil Green (άψητος)
2) Brazil Roasted 7 min (7,15 min, 215°C)
3) Brazil Roasted 6 min (6,05 min, 215°C)
4) Brazil Roasted 5 min (5,32 min, 215°C)
5) Brazil Roasted 4 min (3,52 min, 215°C)
Τα δύο Robusta:
1) Robusta Green (άψητος)
2) Robusta Roasted (6 min, 218°C)
Και τα δυο Decafeinated:
1) Espresso Swiss Water Decaf Green (άψητος)
2) Espresso Swiss Water Decaf Roasted (6 min, 208°C)
Για την ετοιμασία των εκχυλισμάτων καφέ, από κάθε ποικιλία καφέ 
ζυγίζονται 2gr κόκκοι καφέ οι οποίοι με τη βοήθεια υγρού αζώτου σπάζονται σε 
γουδί έως ότου γίνουν σκόνη. Στη συνέχεια, τοποθετούνται σε falcon το οποίο 
συμπληρώνεται με απιονισμένο νερό μέχρι τα 20ml (10% w/v). Τα falcon τυλίγονται 
με αλουμινόχαρτο, ώστε να προστατευθούν οι φωτοευαίσθητες πολυφαινόλες που 
υπάρχουν στον καφέ, και στη συνέχεια τοποθετούνται σε πάγο. Έπειτα, το κάθε 
falcon μαζί με πάγο τοποθετείται σε sonicator για 20 λεπτά (0,7s κύκλος, 75% 
amplitude). Μετά το πέρας 10 λεπτών, γίνεται παύση, ανάδευση και ακολουθούν τα 
άλλα 10 λεπτά. Το περιεχόμενο του falcon μεταφέρεται σε beaker και ακολουθεί 
ανάδευση υπό θέρμανση για 20 λεπτά. Στη συνέχεια, το περιεχόμενο μεταφέρεται σε 
falcon καλυμμένο με αλουμινόχαρτο και αφού πέσει η θερμοκρασία του 
φυγοκεντρείται στα 3000 x g, στους 5°C για 10 λεπτά και έπειτα το υπερκείμενο 
μεταφέρεται σε eppendorf και αυτά φυλάσσονται στους -80°C.
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3.2 Καλλιέργεια κυτταρικής σειράς EA.hy926
Η κυτταρική σειρά που χρησιμοποιήθηκε αποτελεί υβριδική σειρά που 
προέκυψε από τη σύντηξη ενδοθηλιακών κυττάρων ομφαλικής φλέβας ανθρώπου 
(HUVECs) και επιθηλιακών κυττάρων από καρκίνωμα πνεύμονα του ανθρώπου 
(A549).Καλλιεργήθηκε σε φλάσκες καλλιέργειας κυττάρων 75 cm , σε θρεπτικό 
υλικό DMEM (10 ml) το οποίο ήταν εμπλουτισμένο με 10% FBS, 1% L-γλουταμίνη 
και 1% διάλυμα αντιβιοτικών σε επωαστικό κλίβανο στους 37°C και σε 5% CO2. Τα 
κύτταρα αναπτύσσονταν σε θρεπτικό υλικό εμπλουτισμένο με 10% ορό FBS μέχρι να 
καλύπτουν το 80% περίπου της επιφάνειας της φλάσκας. Η ανακαλλιέργεια των 
κυττάρων γινόταν με αποκόλληση των κυττάρων με 1 ml τρυψίνης (0,25%). Η 
επώαση στην τρυψίνη διαρκούσε 5 min στους 37°C και ακολουθούσε επαναιώρηση 
των αποκολλημένων κυττάρων σε θρεπτικό υλικό εμπλουτισμένο με 10% FBS. Η 
καλλιέργεια των κυττάρων έγινε με όσον το δυνατόν ασηπτικές συνθήκες σε θάλαμο 
ρεύματος αέρα συνεχούς ροής (Laminar air flow).
3.3 Προετοιμασία του ολικού κυτταρολύματος
Τα κύτταρα λύονται σε ρυθμιστικό διάλυμα Phosphate Buffered Saline (PBS) 
στο οποίο έχουν προστεθεί αναστολείς πρωτεασών (CompleteTM mini protease 
inhibitors, Roche). Η λύση πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια υπερήχων (1 min, 70%, 
0.7 sec cycle). Στη συνέχεια, ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 16.000 g, στους 4°C για 
10 min. Το υπερκείμενο συλλέγεται, ακολουθεί προσδιορισμός της ποσότητας της 
πρωτεΐνης με τη μέθοδο Bradford και τα δείγματα αποθηκεύονται στους -80°C μέχρι 
την ανάλυση.
3.4 Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας μέσω αλληλεπίδρασης 
με τη ρίζα OH·
Ο προσδιορισμός εξουδετέρωσης της ρίζας OH· έγινε με τη μέθοδο των Chung 
et al.,1997. Η ρίζα του υδροξυλίου είναι εξαιρετικά δραστική στα βιολογικά 
συστήματα και έχει χαρακτηριστεί ως εξαιρετικά βλαβερό είδος στην παθολογία των 
ελεύθερων ριζών, ικανό να προκαλέσει βλάβη σε βιομόρια των ζωντανών κυττάρων. 
Η ρίζα αυτή αλληλεπιδρά με νουκλεοτίδια στο DNA και προκαλεί σπάσιμο των 
αλυσίδων, γεγονός που οδηγεί στην καρκινογένεση, τη μεταλλαξιγένεση και την
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κυτταροτοξικότητα. Η ικανότητα εξουδετέρωσης της ρίζας OH· μιας ουσίας 
συνδέεται άμεσα με την αντιοξειδωτική ικανότητα του εκχυλίσματος. Η επίδραση 
των ριζών υδροξυλίου εκτιμήθηκε με τη μέθοδο οξείδωσης της 2- δεοξυριβόζης. Η 2- 
δεοξυριβόζη οξειδώνεται από τις ρίζες υδροξυλίου που δημιουργούνται κατά την 
αντίδραση Fenton και διασπάται σε μαλονδιαλδεΰδη (Gutteridge, 1984,1987). Η 
ικανότητα εξουδετέρωσης της ρίζας υδροξυλίου εκτιμάται ως ο ρυθμός αναστολής 
της οξείδωσης της 2-δεοξυριβόζης από τις ρίζες υδροξυλίου. Πιο αναλυτικά, 75 i L 
πρωτεΐνης αυξανόμενων συγκεντρώσεων προστέθηκαν σε 450 μΐ sodium phosphate 
buffer (0.2 M, pH 7.4), 150 μΐ 2deoxyribose (10 mM), 150 μ  FeSO4- EDTA (10 
mM), 525 μΐ H2O και 150 μΐ H2O2 (10 mM) και ακολουθεί επώαση για 4 h στους 
37οC. Στη συνέχεια προστίθενται 750 μΐ TCA (2.8 %) και 750 μΐ TBA (1 %) και τα 
δείγματα επωάζονται στους 95οC για 10 min. Ακολουθεί μεταφορά των δειγμάτων 
στον πάγο για 5 λεπτά και στη συνέχεια τα δείγματα φυγοκεντρούνται στις 3000 rpm 
για 10 λεπτά. Έπειτα ακολουθεί η μέτρηση της απορρόφησης στα 520 nm. Σε κάθε 
πείραμα τα δείγματα που δεν περιείχαν H2O2 (10 mM) αποτελούσαν το τυφλό και τα 
δείγματα που δεν περιείχαν πρωτεΐνη αποτελούσαν το μάρτυρα. Επίσης, ελέγχθηκε 
αν οι πρωτεΐνες απορροφούσαν στις εξεταζόμενες συγκεντρώσεις στα 520 nm. Κάθε 
δείγμα εξετάστηκε εις τριπλούν και πραγματοποιήθηκαν τουλάχιστον δύο πειράματα. 
Η % ικανότητα εξουδετέρωσης της ρίζας OH· υπολογίζεται από τον τύπο:
% αναστολή = (Αο - Αδ) / Αο X 100
Αο: η οπτική απορρόφηση του θετικού μάρτυρα στα 520 nm Αδ: η οπτική 
απορρόφηση του δείγματος στα 520 nm
3.5 Προσδιορισμός συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης μέσω του 
αντιδραστηρίου Bradford
Ο προσδιορισμός συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης των δειγμάτων έγινε μέσω 
πρότυπης καμπύλης της πρωτεΐνης αλβουμίνης μέσω του αντιδραστηρίου Bradford. 
Το αντιδραστήριο Bradford χρησιμοποιείται συχνά για τον ποσοτικό προσδιορισμό 
της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης. Η μέθοδος βασίζεται στην αλληλεπίδραση της 
χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 του αντιδραστηρίου με τα αμινοξέα των 
πρωτεϊνών οδηγώντας στο σχηματισμό χρωμογόνου προϊόντος με μπλε χρώμα το 
οποίο έχει οπτική απορρόφηση στα 595 nm (Bradford, 1976). Αρχικά, σε 5 μΐ 
πρωτεϊνικού κυτταρολύματος προστίθενται 15 μΐ dH2O και 980 μΐ αντιδραστηρίου
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Bradford. Ακολουθεί απαλή ανακίνηση, επώαση για 20 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου και φωτομέτρηση στα 595 nm Ως τυφλό χρησιμοποιείται 5 μΐ RIPA buffer 
μαζί με 15 μΐ dH2O.
3.6 Προσδιορισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών 
καρβονυλίων (CARB)
Οι πρωτεΐνες και τα αμινοξέα είναι ευαίσθητα σε οξειδωτικές βλάβες. Τα 
πρωτεϊνικά καρβονύλια είναι ένας γενικός και αξιόπιστος δείκτης της οξείδωσης των 
πρωτεϊνών που χρησιμοποιείται ευρέως, διότι τα καρβονύλια είναι σταθερά μόρια. Ο 
σχηματισμός των καρβονυλίων συνήθως ανιχνεύεται με την αντίδρασή τους με το 
DNPH (2,4 -  δινιτροφαινυλυδραζίνη) προς σχηματισμό του DNP-hydrazone (2,4 -  
δινιτροφαινυλυδραζονίου).
δίνιτροφαινυλυδραζονίου
Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών καρβονυλίων βασίστηκε 
στη μέθοδο των (Patsoukis et al., 2004). Πιο αναλυτικά, σε 400-Χ μΐ PBS, όπου X η 
ποσότητα σε μΐ κυτταρικού αιωρήματος όπως προέκυψε από την μέθοδο Bradford 
ώστε να περιέχουν 30 μμ πρωτεΐνης (κάθε δείγμα έχει το τυφλό του), προστίθενται 
500 μΐ DNPH 10 mM (διαλυμένο σε 2,5N HCl) για τα δείγματα ή 500 μΐ 2,5N HCl 
για τα τυφλά. Ακολουθεί επώαση των δειγμάτων για 1 ώρα στο σκοτάδι σε 
θερμοκρασία δωματίου με ενδιάμεση ανάδευση κάθε 15 λεπτά και στο τέλος 
φυγοκέντρηση στα 15.000 g για 5 min στους 4°C. Το υπερκείμενο απομακρύνεται 
και προστίθενται 100 μΐ 100% TCA. Ακολουθεί ανάδευση και φυγοκέντρηση στα
15.000 g για 5 min στους 4°C. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και προστίθεται 1 ml 
μίγματος αιθανόλης - οξικού αιθυλεστέρα (1:1 v/v) ενώ γίνεται φυγοκέντρηση στα
15.000 g για 5 min στους 4°C. Το συγκεκριμένο βήμα επαναλαμβάνεται άλλες δύο 
ακόμη φορές. Στο τέλος προστίθενται 1 ml 5M ουρίας (pH 2,3) και τα δείγματα
[32]
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
30/09/2018 05:17:56 EEST - 137.108.70.6
επωάζονται στους 37°C για 15 min. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 15.000 g για 3 
min στους 4°C και μέτρηση απορρόφησης στα 375 nm.
Η συγκέντρωση πρωτεϊνικών καρβονυλίων υπολογίζεται με βάση τον 
συντελεστή μοριακή απόσβεσης του DNPH. Οι υπολογισμοί γίνονται με βάση τον 
παρακάτω τύπο:
Protein carbonyls (nmol/mg protein) = [(Asample - Ablank) / 0,022 x Y] / Οδ
• Abs sample: Η μέση τιμή της οπτικής απορρόφησης του δείγματος,
• Abs blank: Η μέση τιμή της οπτικής απορρόφησης του τυφλού,
• ε375DNPH (nmol/mL): 0,022 είναι ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης του 
DNPH,
• Τιμή Y: Ο συντελεστής αραίωσης του αιωρήματος (ν τελ ανάδυσης / μΐ 
αιωρήματος [1000 μΐ / ποσότητα κυτταρικού εκχυλίσματος]),
• Cδ: Η συγκέντρωση mg/ml της πρωτεΐνης που προσδιορίστηκε μέσω του 
αντιδραστηρίου Bradford.
3.7 Προσδιορισμός του δείκτη λιπιδικής υπεροξείδωσης TBARS
Το οξειδωτικό στρες στο κυτταρικό περιβάλλον έχει ως αποτέλεσμα το 
σχηματισμό άκρως ενεργών και ασταθών υπεροξειδίων των λιπιδίων από τα 
πολυακόρεστα λιπαρά οξέα (PUFA). Προϊόν της διάσπασης αυτών των ασταθών 
μορίων είναι η μαλονδιαλδεΰδη (MDA). Η μαλονδιαλδεΰδη μπορεί να προσδιοριστεί 
μέσω της αντίδρασής της με το θειοβαρβιτουρικό οξύ. Έτσι, τα TBARS εκφράζονται 
σαν ισοδύναμα της μαλονδιαλδεΰδης, η οποία σχηματίζει μία ένωση με το 
θειοβαρβιτουρικό οξύ (TBA) με αναλογία μαλονδιαλδεΰδης προς θειοβαρβιτουρικό 
οξύ 1/2. Η μέτρηση της μαλονδιαλδεΰδης είναι μία φωτομετρική μέθοδος για τον 
προσδιορισμό του βαθμού υπεροξείδωσης των λιπιδίων.
Για τον προσδιορισμό των TBARS χρησιμοποιήθηκε μία ελαφρά 
τροποποιημένη μέθοδος του Keles et al. (2001). Πριν ξεκινήσει η πειραματική 
διαδικασία ρυθμίζουμε το υδατόλουτρο σε θερμοκρασία 95°C.
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Εικόνα 16: Αντίδραση MDA με TBA, που οδηγεί στην παραγωγή του μορίου MDA-
TBA
Συγκεκριμένη ποσότητα σε μΐ κυτταρικού αιωρήματος (όπως προέκυψε από την 
μέθοδο Bradford ώστε να περιέχουν 30 μμ πρωτεΐνης) αναμειγνύεται με 500 μΐ 
διαλύματος 35% TCA και 500 μΐ διαλύματος Tris-HCl (200 mM, pH 7,4). Τα 
δείγματα επωάζονται για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. Στην συνέχεια 
προστίθενται 1 ml διαλύματος 2 Μ Na2SO4 και 55 mM ΤΒΑ και τα δείγματα 
επωάζονται για 45 min στους 95°C. Μετά την επώαση τα δείγματα κρυώνουν για 5 
min σε πάγο και ακολουθεί προσθήκη 1 ml διαλύματος 70% TCA. Μετά από 
ανάδευση, 1 ml του κάθε δείγματος φυγοκεντρείται στα 15.000 g για 3 min. 
Ακολουθεί μέτρηση της οπτικής απορρόφησης του υπερκείμενου στα 530 nm. Τα 
δείγματα χωρίς το κυτταρικό αιώρημα αποτελούσαν το τυφλό και ο μηδενισμός του 
φασματοφωτόμετρου γίνεται με αέρα. Κάθε δείγμα εξετάζεται εις τριπλούν.
Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως nmol ουσιών που αντιδρούν με το 
θειοβαρβιτουρικό οξύ ανά mg πρωτεΐνης του κυτταρικού αιωρήματος. Η 
συγκέντρωση των TBARS υπολογίζεται με βάση τον συντελεστή μοριακή απόσβεσης 
της MDA. Η μέτρηση απαιτεί >30μg απόλυτη ποσότητα πρωτεΐνης στο προς εξέταση 
δείγμα. Οι υπολογισμοί γίνονται με βάση τον παρακάτω τύπο:
TBARS (nmol / mg πρωτεΐνης) = [((Αδ -  Α0)/ 0,156) x Y] / Cδ, όπου
• Αδ: Η μέση τιμή της οπτικής απορρόφησης του δείγματος,
• Α0: Η μέση τιμή της απορρόφησης του τυφλού,
• &5joMDA (pM-1cm-1): 0,156 είναι ο συντελεστής μοριακής απόσβεσης της 
μαλονυλαλδεϋδης,
• Τιμή Y: Ο συντελεστής αραίωσης του αιωρήματος (ν τελ ανάδυσης / μΐ 
αιωρήματος [3000 μΐ / ποσότητα κυτταρικού εκχυλίσματος])
• Cδ: Η συγκέντρωση mg/ml της πρωτεΐνης που προσδιορίστηκε μέσω του 
αντιδραστηρίου Bradford.
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3.8 Προσδιορισμός της πρωτεϊνικής έκφρασης των ένζυμων SOD-1, 
HO-1, CAT και γ-GCL με τη μέθοδο Western blot
Η τεχνική Western blotting (ή ανοσοαποτύπωση) είναι μια σημαντική τεχνική 
που χρησιμοποιείται στην κυτταρική και μοριακή βιολογία. Χρησιμοποιείται ευρέως 
για την ανίχνευση και ανάλυση πρωτεϊνών βασιζόμενη στην ικανότητα τους να 
συνδέονται με ειδικά αντισώματα.Χρησιμοποιώντας αυτή την τεχνική οι επιστήμονες 
μπορούν να προσδιορίσουν συγκεκριμένες πρωτεΐνες από ένα μίγμα πρωτεϊνών που 
εξάγεται από κύτταρα. Αυτή η τεχνική χρησιμοποιεί τρεις συνιστώσες για να 
ολοκληρωθεί: 1) διαχωρισμός βάσει μεγέθους, 2) μεταφορά σε στερεό υπόστρωμα 
και 3) σήμανση της πρωτεΐνης με το κατάλληλο πρωτογενές και δευτερογενές 
αντίσωμα. Στη μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης, το μίγμα της πρωτεΐνης εφαρμόζεται 
σε πηκτή ηλεκτροφόρησης (SDS-PAGE, native PAGE, ηλεκτροφόρηση δύο 
διαστάσεων) για την ταξινόμηση των πρωτεϊνών με βάση το μέγεθος, το φορτίο ή 
άλλες διαφορές στις επιμέρους πρωτεϊνικές ζώνες. Οι διαχωρισμένες πρωτεϊνικές 
ζώνες στη συνέχεια μεταφέρονται σε μια μεμβράνη (νιτροκυτταρίνης, PVDF). Αυτή 
η διαδικασία ονομάζεται στύπωση. Οι πρωτεΐνες προσκολλώνται στη μεμβράνη με το 
ίδιο μοτίβο όπως είχαν διαχωριστεί. Στη συνέχεια οι πρωτεΐνες είναι προσβάσιμες 
στην πρόσδεση αντισωμάτων για ανίχνευση. Η διαδικασία της ανοσοαποτύπωσης 
αποτελείται από τα ακόλουθα βήματα:
Βήμα 1: Προετοιμασία δείγματος Το πρώτο βήμα στην προετοιμασία δείγματος είναι 
η απομόνωση της πρωτεΐνης από το δείγμα. Συνήθως οι πρωτεΐνες προέρχονται από 
κύτταρα. Στη συνέχεια προσδιορίζεται η πρωτεϊνική συγκέντρωση του δείγματος. 
Έπειτα στο δείγμα προστίθεται ρυθμιστικό διάλυμα (συνήθως Laemmli buffer) που 
περιέχει SDS, γλυκερόλη και β-μερκαπτοαιθανόλη (BME). Τα δείγματα στη συνέχεια 
φυγοκεντρούνται και θερμαίνονται κοντά στο σημείο βρασμού, το οποίο μετουσιώνει 
την πρωτεΐνη και επιτρέπει την πρόσδεση του SDS στην πρωτεΐνη.
Βήμα 2: SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση Το πρώτο βήμα είναι η τοποθέτηση των 
δειγμάτων στα πηγαδάκια στην κορυφή του τζελ. Ένας δείκτης μοριακού βάρους 
συνήθως φορτώνεται σε ένα από τα πηγαδάκια, το οποίο καθορίζει το μοριακό βάρος 
των άλλων πρωτεϊνών στο πήκτωμα. Το πρωτεϊνικό μέγεθος μετράται σε kilodaltons 
(kDa). Η γλυκερόλη που περιέχεται στα δείγματα τα βοηθάει να βυθίζονται στα 
πηγαδάκια και το μπλε χρώμα επιτρέπει την οπτικοποίηση των δειγμάτων καθώς το
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τζελ τρέχει. Μόλις φορτωθεί ο δείκτης και τα δείγματα, εφαρμόζεται τάση ρεύματος 
(~ 150 V) στην πηκτή ηλεκτροφόρησης. Καθώς ο πόλος στην κορυφή της πηκτής 
είναι αρνητικός και στην άλλη άκρη είναι θετικός, επειδή οι πρωτεΐνες έχουν 
προσδεθεί με το αρνητικά φορτισμένο SDS μετακινούνται διαμέσου της πηκτής προς 
τον θετικό πόλο.
Βήμα 3: Μεμβρανική μεταφορά Αφού ολοκληρωθεί η ηλεκτροφόρηση, το πήκτωμα 
τοποθετείται απέναντι σε μια μεμβράνη (νιτροκυτταρίνης ή PVDF). Στη συνέχεια 
ρεύμα διέρχεται διαμέσου του πηκτώματος προς την μεμβράνη με σκοπό τη 
μεταφορά των πρωτεϊνών πάνω στη μεμβράνη.
Βήμα 4: Ανοσοαποτύπωση Το πρώτο βήμα στην ανοσοαποτύπωση είναι το πλύσιμο 
και μπλοκάρισμα της μεμβράνης με μια μη-ειδική πρωτεΐνη. Η μη-ειδική πρωτεΐνη 
προσδένεται στην επιφάνεια της μεμβράνης όπου η πρωτεΐνη δεν είναι παρούσα και 
έτσι αποτρέπει την πρόσδεση του αντισώματος και την εμφάνιση μη-ειδικού 
σήματος. Στη συνέχεια προστίθεται το πρωτογενές αντίσωμα στο διάλυμα που 
βρίσκεται η μεμβράνη, το οποίο αναγνωρίζει μια ειδική αμινοξική αλληλουχία μιας 
συγκεκριμένης πρωτεΐνης. Στη συνέχεια πραγματοποιείται πλύση για να 
απομακρυνθεί το αδέσμευτο πρωτογενές αντίσωμα και προστίθεται το δευτερογενές 
αντίσωμα. Το δευτερογενές αντίσωμα αναγνωρίζει το πρωτογενές και συνήθως είναι 
συζευγμένο με το ένζυμο HRP. Τέλος, πραγματοποιείται πλύση για την απομάκρυνση 
του αδέσμευτου δευτερογενούς αντισώματος. Μη-ειδική δέσμευση των πρωτογενών 
και των δευτερογενών αντισωμάτων μπορεί να συμβεί αλλά οι πλύσεις 
ελαχιστοποιούν αυτό το πρόβλημα. Ο χρόνος επώασης του πρωτογενούς και του 
δευτερογενούς αντισώματος επηρεάζει άμεσα την ειδικότητα και την ισχύ της 
δέσμευσης.
Βήμα 5: Ανίχνευση Η μέθοδος ανίχνευσης βασίζεται στο ένζυμο με το οποίο είναι 
συζευγμένο το δεύτερο αντίσωμα. Το πιο κοινό ένζυμο που χρησιμοποιείται στη 
μέθοδο Western blotting είναι το HRP και το υπόστρωμα που χρησιμοποιείται έιναι 
γνωστό ως υπόστρωμα χημειοφωταύγειας. Όταν το υπόστρωμα προστεθεί, το φως 
που εκπέμπεται μπορεί να ανιχνευθεί είτε με τη χρήση φίλμ είτε με τη χρήση ενός 
απεικονιστή εικόνων.
Για τον προσδιορισμό των πρωτεϊνικών επιπέδων της SOD-1, της HO1, της CAT 
και της γ-GCL χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της ανοσοαποτύπωσης. 30 μμ πρωτεΐνης
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του ολικού κυτταρολύματος χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της SOD-1, της 
HO-1 της CAT και της γ-GCL. Στο πρωτεϊνικό κυτταρόλυμα προστίθεται 6*Loading 
buffer και ακολουθεί θέρμανση κοντά στο σημείο βρασμού για 3 min. Στη συνέχεια 
τα προς ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικά δείγματα ‘’φορτώνονται” και διαχωρίζονται σε 
8% SDS-PAGE πηκτή ακρυλαμίδης για 45-60 min με τάση ρεύματος 150 V. Η πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου διακρίνεται σε δύο επιμέρους μέρη: στο πρώτο τμήμα ή πηκτή 
πακεταρίσματος (stacking gel), όπου πακετάρονται τα δείγματα των πρωτεϊνών πριν 
διαχωριστούν. Η πηκτή πακεταρίσματος έχει σταθερό ποσοστό ακρυλαμίδης (5%) 
(ddH2O, Tris 0.5 M pH 6.8, 30% ακρυλαμίδη, 10% SDS, 10% APS, TEMED), 
ανεξάρτητο από το μέγεθος των προς ανάλυση πρωτεϊνών. Στο δεύτερο τμήμα ή 
πηκτή διαχωρισμού (separating gel) (ddH2O, Tris 1.5 M pH 8.8, 30% ακρυλαμίδη, 
10% SDS, 10% APS, TEMED), της οποίας το ποσοστό ακρυλαμίδης εξαρτάται από 
το μοριακό μέγεθος των μορίων προς διαχωρισμό. Μετά το τέλος της 
ηλεκτροφόρησης ακολουθεί μεταφορά και καθήλωση των ηλεκτροφορητικά 
διαχωρισμένων μορίων από την πηκτή ακρυλαμιδίου σε μεμβράνη (PVDF). 
Συγκεκριμένα, το πήκτωμα τοποθετείται μέσα σε μία κασετίνα που περιέχει τα εξής 
υλικά με την ακόλουθη σειρά: σφουγγαράκι, διηθητικό χαρτί Whatman, το πήκτωμα 
και από πάνω τη μεμβράνη PVDF, διηθητικό χαρτί Whatman και σφουγγαράκι. 
Κλείνουμε την κασετίνα και τοποθετείται σε μια ειδική θήκη μέσα στη συσκευή 
ηλεκτροφόρησης και ηλεκτροφορείται για 2 h με τάση ρεύματος τα 110 V. Μετά την 
επιτυχή μεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωμα στη μεμβράνη, η μεμβράνη 
τοποθετείται σε διάλυμα 1* TBST (50 ml) που περιέχει 5% αποβουτυρωμένο γάλα σε 
μορφή σκόνης στους 4 oC overnight. Την επόμενη ημέρα η μεμβράνη επωάζεται για 1 
h με τα πρωτογενή αντισώματα (anti-SOD-1, αραίωση 1:600; anti-γ-GCL, αραίωση 
1:600; anti-HO-1, αραίωση 1:400; anti-CAT, αραίωση 1:400) σε διάλυμα 1* TBST 
(10 ml) που περιέχει 5% αποβουτυρωμένο γάλα σε μορφή σκόνης με ταυτόχρονη 
ανάδευση. Ακολουθούν 5 πλύσεις των 5 min η καθεμία με το διάλυμα 1* TBST. Στη 
συνέχεια η μεμβράνη επωάζεται με τα δευτερογενή αντισώματα (anti-rabbit, αραίωση 
1:5000; anti-goat, αραίωση 1:3000) για 30 min σε διάλυμα 1* TBST (10 ml) που 
περιέχει 5% αποβουτυρωμένο γάλα σε μορφή σκόνης με ταυτόχρονη ανάδευση. 
Ακολουθούν 3 πλύσεις των 15 min της μεμβράνης με το διάλυμα 1* TBST. Στη 
συνέχεια, η μεμβράνη εκτίθεται στο αντιδραστήριο χημειοφωταύγειας για 1 min και 
η ανίχνευση επιτυγχάνεται με έκθεση σε φιλμ αυτοραδιογραφίας ευαίσθητο στο μπλε 
φως (Kodak X-OMAT AR και Kodak Biomax XAR film). Ο χρόνος έκθεσης του
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φιλμ εξαρτάται από την ένταση και την ποιότητα του σήματος. Η πρωτεΐνη GAPDH 
χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικό control. Το ποσό του ανοσοδραστικού προϊόντος σε 
κάθε γραμμή προσδιορίστηκε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Alpha Innotech. Κάθε 
πείραμα πραγματοποιήθηκε τουλάχιστον τρεις φορές.
3.9 Στατιστική ανάλυση
Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια 
του προγράμματος λογισμικού SPSS 20.0. Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος ANOVA με 
στάθμη σημαντικότητας το p<0,05.
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4. Αποτελέσματα
4.1 Ικανότητα εξουδετέρωσης ρίζας υδροξυλίου (ΗΟ)
1 HO· Scavenging, Time course
2,5





Διαγράμματα 1-2: Ικανότητα εξουδετέρωσης της ρίζας HO· από εκχυλίσματα καφέ.
Η ικανότητα αναφέρεται στο specific activity κάθε εκχυλίσματος (Units per mg. ♦
extract, όπου Unit η ποσότητα που απαιτείται για IC50). Ο αστερίσκος ( ) υποδηλώνει
στατιστικώς σημαντική διαφορά σε σχέση με το control.
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Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, και τα τρία ακαβούρδιστα εκχυλίσματα 
εμφάνισαν μεγαλύτερη ικανότητα αναστολής της ρίζας υδροξυλίου. Αναλυτικότερα, 
στην ποικιλία Brazil (διάγραμμα 1), το πράσινο δείγμα είχε Specific activity 2.16 
Units/mg coffee, ενώ τα καβουρδισμένα εμφάνισαν 1.12, 1.28, 1.15 και 1.15 Units 
για 4, 5, 6 και 7 λεπτά καβουρδίσματος αντίστοιχα. Όσον αφορά τις ποικιλίες 
Robusta και Decaf (διάγραμμα 2), τα πράσινα δείγματα είχαν 1.82 και 1.23 Units, 
ενώ τα ψημένα 1.30 και 0.74 Units αντίστοιχα.
Η μονάδα Specific activity υπολογίστηκε λαμβάνοντας υπόψιν τόσο τη 
δραστικότητα όσο και την ποσότητα πολυφαινολών στο εκάστοτε δείγμα για να είναι 
δυνατή η σύγκριση μεταξύ εκχυλισμάτων με διαφορετική (ποσοτικά) πολυφαινολική 
σύσταση. Αυτό έγινε με τη χρήση του παρακάτω πίνακα που παρουσιάζει αναλυτικά 
τα επίπεδα πολυφαινολών στα εκχυλίσματα:
Πίνακας 3: Πολυφαινολικό περιεχόμενο εκχυλισμάτων καφέ
Total Polyphenolic Content 
(mg GAE*/g coffee)
Brazil R7 29 61 ± 1 03
Brazil R6 35 26 ± 2 01
Brazil R5 45 .28 ± 3 50
Brazil R4 42 55 ± 4 05
Brazil Green 32 58 ± 2 17
Robusta Roasted 43 99 ± 1 32
Robusta Green 52 71 ± 3 11
Decaf Roasted 27 42 ± 1 57
Decaf Green 41 40 ± 4 04
*: GAE=Gallic Acid Equivalents
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4.2 Επίδραση στα επίπεδα οξείδωσης πρωτεϊνών και λιπιδίων στα ενδοθηλιακά κύτταρα
3 Brazil Roasted 7 min
150-mu
Control 25 50 100 200
Concentration ^g/ml)
■ CARB ■ TBARS
4 Brazil Roasted 6 min
150 Kllllspos
Control 5 10 25 50
Concentration ^g/ml)
■ CARB ■ TBARS







Control 5 10 15 25
Concentration (μg/ml)
I CA R B  ■  TB A R S
0
Διαγράμματα 3-7: Επίπεδα καρβονυλίων και 
λιπιδικής υπεροξείδωσης έπειτα από χορήγηση 
εκχυλισμάτων καφέ σε ενδοθηλιακά κύτταρα. 
Σε κάθε διάγραμμα έχει πραγματοποιηθεί 
κανονικοποίηση ως προς τα κύτταρα control. Ο 
αστερίσκος ( ) και η δίεση (#) για τα CARB και 
τα TBARS αντίστοιχα, υποδηλώνουν 
στατιστικώς σημαντική διαφορά σε σχέση με το 
control.
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Με βάση τα αποτελέσματα, το εκχύλισμα B ra zil G reen (διάγραμμα 7) 
προκάλεσε πτώση των επιπέδων μόνο των TBARS κατά 10.6% στη μεγαλύτερη 
χορηγούμενη συγκέντρωση (200 ig/ml). Στο εκχύλισμα B ra zil R oasted  4 m in  
(215°C, διάγραμμα 6) προκλήθηκε μείωση των TBARS κατά 28,3 και 22.1% στα 
100 και 200 μg/ml αντίστοιχα και μείωση των καρβονυλίων κατά 20.5% στα 200 
μg/ml. Στα B ra zil R oasted  5 min, (215°C, διάγραμμα 5) και B razil R oasted  6 m in  
(215°C, διάγραμμα 4) προκλήθηκε μείωση μόνο των TBARS κατά 13.4 και 12,4% 
στα 25 μg/ml και στις δυο περιπτώσεις, ενώ στο B razil R oasted  7 m in (215°C, 
διάγραμμα 3) δεν παρατηρήθηκε κάποια στατιστικώς σημαντική διαφορά σε σχέση 
με το control.
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S Robusta Roasted 6 min
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Control 10 25 50 100
Concentration ^g/ml)
■ CARB ■ TBARS
11 Decaf Green
Concentration ^g/ml) 
■ CARB ■ TBARS
Διαγράμματα 8-11: Επίπεδα
καρβονυλίων και λιπιδικής 
υπεροξείδωσης έπειτα από 
χορήγηση εκχυλισμάτων καφέ σε 
ενδοθηλιακά κύτταρα. Σε κάθε 
διάγραμμα έχει πραγματοποιηθεί 
κανονικοποίηση ως προς τα 
κύτταρα control. Ο αστερίσκος ( ) 
και η δίεση (#) για τα CARB και τα 
TBARS αντίστοιχα, υποδηλώνουν 
στατιστικώς σημαντική διαφορά σε 
σχέση με το control.
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Στα εκχυλίσματα Robusta, τόσο στο Green (διάγραμμα 9) όσο και στο Roasted 
(6 min, 218°C, διάγραμμα 8  ^ είχαμε πτώση μόνο των καρβονυλίων και μόνο στην 
μεγαλύτερη συγκέντρωση (100 και 200 ig/ml αντίστοιχα) κατά 18,6% και 21% 
αντίστοιχα.
Όσον αφορά τα Decaffeine εκχυλίσματα, το Green (διάγραμμα 11) προκάλεσε 
στατιστικά σημαντική μείωση τόσο των καρβονυλίων όσο και των TBARS στα 200 
μg/ml κατά 24,5% και 11.1% αντίστοιχα. Στο Roasted (6 min, 208°C, διάγραμμα 10j 
εκχύλισμα ωστόσο δεν παρατηρήθηκε καμία διαφορά.
4.3 Επίδραση στα επίπεδα έκφρασης αντιοξειδωτικών 
πρωτεϊνών








Ξ 3  h 
□ 12 h 
a  24 h
γ-GCL CAT SOD-1 HO-1
Διάγραμμα 12: Επίδραση καφέ στα επίπεδα έκφρασης αντιοξειδωτικών 
πρωτεϊνών μέσω Western blot. Έχει πραγματοποιηθεί κανονικοποίηση ως προς τα 
κύτταρα control για κάθε χρονική στιγμή. Ο αστερίσκος ( ) υποδηλώνει στατιστικώς 
σημαντική διαφορά σε σχέση με το control.
Το λιγότερο καβουρδισμένο εκχύλισμα της ποικιλίας Brazil (Roasted 4 min), 
χορηγήθηκε για 3, 12 ή 24 ώρες σε ενδοθηλιακά κύτταρα (σε συγκέντρωση που 
αυξάνει την έκφραση γονιδίων-στόχων του Nrf2) για να μελετηθεί η επίδραση του 
στα επίπεδα έκφρασης συγκεκριμένων αντιοξειδωτικών πρωτεϊνών. Με βάση τα 
αποτελέσματα προκλήθηκε αύξηση στα επίπεδα της λιγάσης της γ- 
γλουταμυλοκυστεΐνης (γ-GCL) στις 3, 12 και 24 ώρες κατά 58.6%, 150% και 62.7% 
αντίστοιχα, ενώ αυξήθηκαν και τα επίπεδα της οξυγενάσης της αίμης (ΗΟ-1) κατά 
41% στις 24 ώρες. Καμία στατιστικώς σημαντική διαφορά σε σχέση με το control δεν 
παρατηρήθηκε για την καταλάση (CAT) και την υπεροξειδική δισμουτάση (SOD-1).
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5. Συζήτηση
Στην συγκεκριμένη εργασία μελετήθηκε η δραστικότητα του καφέ που ως 
γνωστόν, είναι ένα από τα δημοφιλέστερα ροφήματα παγκοσμίως λόγω των 
χαρακτηριστικών οργανοληπτικών στοιχείων του. Όντας φυτικά προϊόντα, οι κόκκοι 
καφέ περιέχουν πληθώρα πιθανών βιοδραστικών συστατικά, μεταξύ των οποίων το 
πασίγνωστο αλκαλοειδές καφεΐνη, κάποια διτερπένια καθώς και πολυφαινολικά 
μόρια με κυριότερα τα χλωρογενικά οξέα. Ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό του καφέ 
είναι η επεξεργασία που υφίστανται οι κόκκοι ώστε να χρησιμοποιηθούν για την 
παρασκευή του ροφήματος. Αναλυτικότερα, οι κόκκοι καβουρδίζονται σε πολύ 
υψηλές θερμοκρασίες (που υπερβαίνουν τους 200°C) και για συγκεκριμένα χρονικά 
διαστήματα αναλόγως του επιθυμητού τύπου ροφήματος. Με την ανάπτυξη τόσο 
υψηλών θερμοκρασιών πραγματοποιούνται διεργασίες εντός του κόκκου που 
αλλάζουν τη φυσικοχημική του σύσταση, με σημαντικότερες τις αντιδράσεις μη 
ενζυμικής αμαύρωσης τύπου Maillard. Αυτές οι αντιδράσεις έχουν σαν αποτέλεσμα 
τη δημιουργία νέων ενώσεων υψηλού μοριακού βάρους που ονομάζονται 
μελανοϊδίνες. Τα μόρια αυτά πιθανώς εμφανίζουν βιοδραστικότητα, προσδίδοντας 
στον καβουρδισμένο κόκκο διαφορετικές ιδιότητες από τον πράσινο.
Έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες για το ρόφημα του καφέ κι ενώ 
κάποιες έδειξαν ευεργετικά για την υγεία αποτελέσματα, σε άλλες αυτά δεν ήταν 
εμφανή (Frost-Meyer & Logomarsino, 2012; Natella, Nardini, Belelli, & Scaccini, 
2007). Οι περισσότερες μελέτες αφορούσαν είτε απευθείας χορήγηση του ροφήματος 
σε ανθρώπους είτε in vitro πειράματα που μελετούσαν την αντιοξειδωτική ικανότητα. 
Ωστόσο, δεν υπάρχουν πολλά δεδομένα για το μοριακό μηχανισμό δράσης του καφέ.
Για το λόγο αυτό, στην παρούσα μελέτη εξετάστηκαν τόσο 
καβουρδισμένοι όσο και πράσινοι κόκκοι ως προς την επίδραση στην 
οξειδοαναγωγική κατάσταση ενδοθηλιακών, με απώτερο σκοπό την αποσαφήνιση 
του μηχανισμού δράσης του καφέ. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα επιλέχθηκαν καθώς είναι 
γνωστό ότι αρκετές καρδιαγγειακές παθήσεις σχετίζονται και με την παρουσία 
οξειδωτικού στρες. Ακόμα, μελετήθηκε η ικανότητα των εκχυλισμάτων καφέ να 
εξουδετερώνουν τη ρίζα υδροξυλίου καθώς επίσης και η επίδραση του ελαφρά 
καβουρδισμένου εκχυλίσματος Brazil (Roasted 4 min) στα επίπεδα έκφρασης 
αντιοξειδωτικών πρωτεϊνών στα ενδοθηλιακά κύτταρα, ώστε να επιβεβαιωθούν τα 
αποτελέσματα προγενέστερων Real-time PCR.
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Αρχικά, παρήχθησαν τα εκχυλίσματα καφέ. Συνολικά εξετάστηκαν εννέα 
δείγματα καφέ που προέρχονται από τα είδη Arabica και Robusta. Από αυτά τα 
δείγματα, τρία προέρχονταν από πράσινους κόκκους και τα υπόλοιπα έξι από 
καβουρδισμένους καθώς σε μια ποικιλία εξετάστηκαν τέσσερα διαφορετικά 
καβουρδίσματα. Παράλληλα, έγινε καλλιέργεια της κυτταρικής σειράς σε φλάσκες 
και χορήγηση μη κυτταροτοξικών συγκεντρώσεων εκχυλισμάτων καφέ (με βάση 
προηγούμενα πειράματα). Ακολούθησε λύση των κυττάρων και προσδιορισμός 
συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης μέσω του αντιδραστηρίου Bradford. Στη συνέχεια 
χρησιμοποιήθηκε δείγμα κυτταρικού αιωρήματος με τουλάχιστον 30 μg πρωτεΐνης με 
σκοπό τη μέτρηση της επίδρασης που είχαν τα εκχυλίσματα καφέ στην λιπιδική 
υπεροξείδωση και πρωτεϊνική οξείδωση των κυττάρων.
Με βάση τα αποτελέσματα, το εκχύλισμα Brazil Green μείωσε μόνο την 
λιπιδική υπεροξείδωση κατά 10.7% και μόνο στην υψηλότερη συγκέντρωση (200 
μμ/ml). Ο ελαφρά ψημένος Brazil (Roasted 4 min) μείωσε τα καρβονύλια στα 200 
μμ/ml κατά 20,5% ενώ οδήγησε σε μείωση των TBARS στα 100 και 200 μμ/ml κατά
28.3 και 22.1% αντίστοιχα. Ο Brazil Roasted 5 min μείωσε μόνο τα TBARS κατά
13.4 % στα 25 μμ/ml, ενώ ο Brazil Roasted 6 min οδήγησε σε μείωση μόνο της 
λιπιδικής υπεροξείδωσης κατά 12,4% στα 25 μμ/ml. Όσον αφορά το περισσότερο 
καβουρδισμένο δείγμα Brazil (Roasted 7 min), δεν εμφάνισε καμία στατιστικώς 
σημαντική διαφορά. Το καβούρδισμα, όπως αναφέρθηκε, αλλάζει τη σύσταση του 
καφέ καθώς δημιουργούνται νέα μεγαλομοριακά σύμπλοκα ενώ αποικοδομούνται 
άλλα όπως τα χλωρογενικά οξέα, χρονοεξαρτώμενα. Αυτό που παρατηρήθηκε είναι 
μια παροδική ικανότητα μείωσης της λιπιδικής και πρωτεϊνικής οξείδωσης στο 
ελαφρύ ψήσιμο (4 min) η οποία ωστόσο χάθηκε σε μεγαλύτερους χρόνους 
καβουρδίσματος. Αυτό έρχεται σε συμφωνία με προηγούμενες in vitro τεχνικές με τα 
ίδια εκχυλίσματα καθώς το ελάχιστο καβούρδισμα σχεδόν σε όλες εμφάνισε 
ισχυρότερη δραστικότητα σε σχέση με τα πιο καβουρδισμένα.
Όσον αφορά τα Decaffeine εκχυλίσματα, το Green προκάλεσε στατιστικά 
σημαντική μείωση τόσο των καρβονυλίων όσο και των TBARS στα 200 μμ/ml κατά 
24,5% και 11.1% αντίστοιχα. Στο Roasted εκχύλισμα ωστόσο δεν παρατηρήθηκε 
καμία διαφορά. Έτσι φαίνεται πως στην ντεκαφεϊνέ ποικιλία, το καβούρδισμα (που 
αντιστοιχεί σε μέτριο προς βαρύ) οδήγησε σε απώλεια ικανότητας προστασίας από 
την οξείδωση μακρομορίων.
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Στα εκχυλίσματα Robusta, τόσο στο Green όσο και στο Roasted είχαμε πτώση 
μόνο των καρβονυλίων και μόνο στην μεγαλύτερη συγκέντρωση (100 και 200 ig/ml 
αντίστοιχα) κατά 18,6% και 21% αντίστοιχα. Έτσι βλέπουμε πως στην ποικιλία 
Robusta, το καβούρδισμα δεν επηρέασε την δραστικότητα έναντι της οξείδωσης.
Τα παραπάνω δεδομένα, κάνουν εμφανή την πολυπλοκότητα των 
συγκεκριμένων εκχυλισμάτων καθώς το καβούρδισμα (και ο βαθμός 
καβουρδίσματος) είχε διαφορετική επίδραση αναλόγως της ποικιλίας, δείχνοντας έτσι 
τη σημαντικότητα της διαφοράς στη σύσταση.
Σαν γενική εικόνα, ορισμένα εκχυλίσματα (κυρίως το ελαφρά καβουρδισμένο) 
οδήγησαν σε μικρή βελτίωση της οξειδοαναγωγικής κατάστασης των ενδοθηλιακών 
κυττάρων, μειώνοντας στις τα επίπεδα οξείδωσης των πρωτεϊνών ή/και των λιπιδίων. 
Σε προηγούμενη μελέτη με τα ίδια εκχυλίσματα σε μυοβλάστες φάνηκε πως μπορούν 
να προστατεύσουν σε μεγαλύτερο βαθμό τα μακρομόρια από οξείδωση σε σχέση με 
την παρούσα μελέτη (Λάκης, 2017). Αυτή η παρατήρηση έρχεται σε συμφωνία και με 
μια ακόμα προγενέστερη μελέτη όπου φάνηκε πως τα ίδια εκχυλίσματα έχουν 
ισχυρότερη επίδραση στους μυοβλάστες όσον αφορά τα επίπεδα γλουταθειόνης 
καθώς είχε παρατηρηθεί μεγαλύτερη αύξηση στους πρώτους (33-70% σε σχέση με 
12-39% στα ενδοθηλιακά). Η παρούσα πτυχιακή έρχεται να προστεθεί σε μια σειρά 
προγενέστερων εργασιών του εργαστηρίου που καταδεικνύουν την ικανότητα 
εκχυλισμάτων να προστατεύσουν κυτταρικά μακρομόρια από οξειδωτικές βλάβες 
εμφανίζοντας έτσι χημειοπροστατευτική δραστικότητα (N. Goutzourelas et al., 2015; 
Nikolaos Goutzourelas et al., 2015; Kerasioti et al., 2014, 2016; Spanou et al., 2008).
Το σύνολο των ανωτέρω εργασιών δίνουν μια εικόνα για το πόσο σημαντικοί 
είναι οι διατροφικοί παράγοντες για τη βελτίωση της λειτουργίας του οργανισμού, 
ωστόσο πρέπει να ληφθεί υπόψη η βιοδιαθεσιμότητα και ο μεταβολισμός του κάθε 
πιθανού βιολειτουργικού μορίου. Πιο συγκεκριμένα, στον καφέ οι κύριες 
βιολειτουργικές ενώσεις είναι τα χλωρογενικά οξέα (στα εκχυλίσματά που 
εξετάστηκαν στην παρούσα εργασία έφταναν και 30mg/g καφέ). Οι ενώσεις αυτές 
εμφανίζουν βιοδιαθεσιμότητα που αγγίζει το 30% σύμφωνα με μελέτες (Del Rio, 
Stalmach, Calani, & Crozier, 2010; Farah A, Monteiro M, Donangelo CM, 2008). Με 
βάση το συγκεκριμένο ποσοστό, φαίνεται και ότι οι συγκεντρώσεις καφέ που 
χρησιμοποιήθηκαν στο συγκεκριμένο πείραμα είναι βιολογικά σημαντικές. 
Αναλυτικότερα, μια κούπα καφέ περιέχει περίπου 200mg χλωρογενικών οξέων (με 
μοριακό βάρος 354 g/mol). Ένας μέσος άνθρωπος 70 Kg έχει περίπου 42 Lt νερού
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στα οποία μπορούν να κατανεμηθούν τα χλωρογενικά οξέα και σύμφωνα με την 
εξίσωση C = — μια υποθετική συγκέντρωση 4.04 nmol/ml χλωρογενικών
επιτυγχάνεται έπειτα από κατανάλωση μιας κούπας καφέ (χωρίς να λαμβάνεται 
υπόψη ο μεταβολισμός των ενώσεων. Στην παρούσα εργασία μια συγκέντρωση καφέ 
100 μμ/ml με συνολικό πολυφαινολικό περιεχόμενο 40 μμ/mg (που είναι ο μέσος 
όρος πολυφαινολικού περιεχομένου των εκχυλισμάτων, 30% των οποίων είναι 
CGAs) οδηγεί σε συγκέντρωση ~8.37 nmol/ml CGAs, που αντιστοιχεί περίπου σε 
δυο κούπες καφέ. Έτσι βλέπουμε πως οι συγκεντρώσεις 50 έως 200 μg/ml που 
χρησιμοποιήθηκαν στο συγκεκριμένο πείραμα είναι βιολογικά σημαντικές καθώς 
μπορούν να επιτευχθούν με μέτρια κατανάλωση καφέ, 1 έως 4 κούπες.
Η ικανότητα του καφέ να παρεμποδίσει τις βλάβες σε λιπίδια και πρωτεΐνες 
μπορεί να οφείλεται σε δυο παράγοντες. Είτε απευθείας ικανότητα εξουδετέρωσης 
ελευθέρων ριζών (που είναι τα μόρια στα οποία οφείλονται οι οξειδωτικές βλάβες) 
από αντιοξειδωτικά μόρια του καφέ (πχ πολυφαινόλες όπως τα χλωρογενικά οξέα) 
είτε στην επαγωγή των αντιοξειδωτικών μηχανισμών των κυττάρων. Με βάση 
προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου και οι δυο μηχανισμοί είναι πιθανοί, 
αναλόγως της συγκέντρωσης καφέ που χρησιμοποιείται.
Για να διερευνηθεί περεταίρω αυτό, πραγματοποιήθηκε μελέτη της ικανότητας 
των εκχυλισμάτων να εξουδετερώνουν τη ρίζα υδροξυλίου, μια από τις 
σημαντικότερες μορφές ROS που δημιουργούνται ενδοκυτταρικά. Με βάση τα 
αποτελέσματα όλα τα εκχυλίσματα επέδειξαν ικανότητα αναστολής της 
συγκεκριμένης ρίζας. Το αξιοσημείωτο ήταν πως σε αντίθεση με όλες τις 
προγενέστερες in vitro τεχνικές, την ισχυρότερη ικανότητα αναστολής της εμφάνισαν 
τα ακαβούρδιστα εκχυλίσματα με τη διαφορά από τα ψημένα να είναι έως και 
διπλάσια. Μολαταύτα, η ικανότητα αναστολής της ρίζας υδροξυλίου ήταν κατά πολύ 
μικρότερη της ικανότητας αναστολής ρίζας σουπεροξειδίου (Ο2-, ακόμα μια 
βιολογικά σημαντική ROS) όπως αυτή υπολογίστηκε σε προγενέστερη μελέτη με τα 
ίδια εκχυλίσματα, όπου τα καβουρδισμένα εκχυλίσματα εμφάνισαν την ίδια ή και 
μεγαλύτερη (τα ελαφρά καβουρδισμένα) δραστικότητα. Ο συνδυασμός αυτών των 
δεδομένων επιδεικνύει τη σημασία του να αναλύονται πολλές παράμετροι όταν 
πραγματοποιείται μελέτη αντιοξειδωτικής ικανότητας φυτικών εκχυλισμάτων, καθώς 
τα δραστικά συστατικά εμφανίζουν διαφορετική δραστικότητα έναντι ποικίλων 
μορίων.
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Ακόμα, είναι σημαντικό να αναφερθεί πως οι πολυφαινόλες εμφανίζουν 
πλειοτροπικό τρόπο δράσης, διότι μπορούν να εμφανίσουν απευθείας αντιοξειδωτική 
δράση μέσω της εξουδετέρωσης των ελευθέρων ριζών όταν βρίσκονται σε χαμηλή 
συγκέντρωση. Όταν όμως η συγκέντρωση τους ξεπεράσει μια ουδό, τότε τα 
συγκεκριμένα μόρια αρχίζουν να δρουν προ-οξειδωτικά με αποτέλεσμα να 
ενεργοποιείται ο μεταγραφικός παράγοντας Nrf2 που οδηγεί στην έκφραση γονιδίων 
που κωδικοποιούν πρωτεΐνες με αντιοξειδωτικές δραστικότητες. Η ικανότητα των 
εκχυλισμάτων καφέ να αναστέλλουν τις ελεύθερες ρίζες έχει αναφερθεί σε 
προηγούμενη έρευνα του εργαστηρίου που δημοσιεύτηκε ενώ η ενεργοποίηση 
γονιδίων στόχων αναφέρθηκε σε προηγούμενη πτυχιακή εργασία που είναι σε 
διαδικασία δημοσίευσης (Priftis et al., 2015, Αγγέλη-Τερζίδου 2017). Τα γονίδια που 
ενεργοποιήθηκαν (από το ελαφρά καβουρδισμένο δείγμα, Brazil R4) περιλαμβάνουν 
μεταξύ άλλων αυτά που συμμετέχουν στον μεταβολισμό της γλουταθειόνης όντας 
υπεύθυνα για τη βιοσύνθεση και την ανακύκλωση της, όπως το κύριο ένζυμο 
βιοσύνθεσης του τριπεπτιδίου, λιγάση της γ-γλουταμυλοκυστεΐνης (γ-GCL) και την 
αναγωγάση της γλουταθειόνης (GSR). Ακόμα, αυξήθηκε η έκφραση της NAD(P)H 
αφυδρογονάσης κινονών 1 (NQO1), ένα ένζυμο που εξουδετερώνει κινόνες, 
προστατεύοντας έτσι από την οξείδωση μακρομορίων, η υπεροξειδική δισμουτάση 
(SOD1) και η θειορεδοξίνη 1 (Trx1), δυο ακόμα σημαντικά ένζυμα του 
αντιοξειδωτικού μηχανισμού που σχετίζονται με την αποτοξικοποίηση της ρίζας 
σουπεροξειδίου και την αναγέννηση οξειδοαναγωγικών ενζύμων αντίστοιχα.
Ωστόσο, αυτά τα αποτελέσματα αφορούσαν την έκφραση γονιδίων, έτσι στην 
παρούσα πτυχιακή διερευνήθηκε και η επίδραση του ίδιου εκχυλίσματος στην ίδια 
συγκέντρωση ως προς τα επίπεδα έκφρασης ορισμένων πρωτεϊνών που 
κωδικοποιούνται από τα παραπάνω γονίδια μέσω Western blot. Αναλυτικότερα, 
μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης της γ-GCL, της καταλάσης, της SOD-1 και της 
HO-1. Με βάση τα αποτελέσματα φάνηκε πως υπάρχει αύξηση στα επίπεδα της γ- 
GCL κατά 58.6%, 150% και 62.7% στις 3, 12 και 24 ώρες αντίστοιχα, κάτι που 
έρχεται σε συμφωνία και ενισχύει τα αποτελέσματα της Real-time PCR, δείχνοντάς 
πως η παρατηρούμενη αύξηση στα επίπεδα ανηγμένης γλουταθειόνης μπορεί να 
αποδοθεί σε αυξημένο ρυθμό βιοσύνθεσής της. Ακόμα, παρατηρήθηκε στατιστικώς 
σημαντική αύξηση στα επίπεδα της οξυγενάσης της αίμης (HO-1) μόνο στις 24 ώρες 
κατά 41%, χωρίς όμως να έχει παρατηρηθεί σημαντική διαφορά στη γονιδιακή 
έκφραση (υπάρχει τάση αύξησης). Τέλος δεν παρατηρήθηκε κάποια διαφορά στα
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επίπεδα έκφρασης της καταλάσης και της υπεροξειδικής δισμουτάσης. Έτσι, ένα 
συνολικό διάγραμμα του μηχανισμού δράσης του καφέ με τα μέχρι στιγμής δεδομένα 
από την παρούσα εργασία αλλά και προγενέστερες μελέτες είναι το παρακάτω:
Διάγραμμα 13: Μοριακός μηχανισμός δραστικότητας του καφέ
Κλείνοντας, η συγκεκριμένη πτυχιακή έρχεται να προσθέσει δεδομένα για τον 
μηχανισμό δράσης του καφέ. Αναλυτικότερα, φάνηκε πως τα πράσινα εκχυλίσματα 
έχουν μεγαλύτερη ικανότητα αναστολής της ρίζας υδροξυλίου σε σχέση με τα 
καβουρδισμένα, ενώ στα ενδοθηλιακά κύτταρα, το ελαφρύ καβούρδισμα φάνηκε να 
βελτιώνει τους δείκτες λιπιδικής και πρωτεϊνικής οξείδωσης. Η χρονική διάρκεια του 
καβουρδίσματος φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο καθώς το ελαφρύ καβούρδισμα 
στις προηγούμενες μελέτες είναι το πιο δραστικό. Επιπροσθέτως, το συγκεκριμένο 
εκχύλισμα εμφανίζει ικανότητα επαγωγής και των ενδογενών μηχανισμών άμυνας 
καθώς αυξήθηκαν τα επίπεδα κάποιων πρωτεϊνών-στόχων του μεταγραφικού 
παράγοντα Nrf2. Συνολικά, ο καφές παρουσιάζει σημαντικές αντιοξειδωτικές 
ιδιότητες, καθιστώντας τον ως εν δυνάμει αντιοξειδωτικό και βιολειτουργικό ρόφημα. 
Ωστόσο, κρίνονται απαραίτητες περαιτέρω μελέτες και σε άλλες κυτταρικές σειρές
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καθώς με βάση και προηγούμενα πειράματα, παρουσιάζονται στοιχεία ιστοειδικής 
δράσης. Ακόμα, η πραγματοποίηση in vivo πειραμάτων θα δώσει στοιχεία και για την 
βιοδιαθεσιμότητα και τον μεταβολισμό των ενώσεων του καφέ ώστε να μπορούν να 
αποσαφηνιστούν οι πιθανές ευεργετικές επιδράσεις του στην υγεία αναλόγως της 
κατανάλωσης του.
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